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RÉsuMÉ 
La pollution des milieux aquatiques par les métaux lourds demande une évaluation du risque 
des effets toxiques chez des espèces aquatiques. En particulier, le cadmium est connu pour 
être un métal non essentiel pour le fonctionnement cellulaire et toxique à faible 
concentration. Environ 25 000 tonnes de cadmium par année sont rejetées dans 
l'environnement via les activités industrielles, d'extraction de métaux, par l'emploi de 
pesticides et autres. Dans ce contexte, tant la formation que l'activité de l'appareil 
photosynthétique représente une cible importante pour les contaminants métalliques parce 
que l'inhibition des processus biochimiques et biophysiques de la photosynthèse affectent en 
entier la physiologie des plantes. Dans cette étude, la biosynthèse de la chJorophylle et la 
fluorescence chlorophyllienne ont été utilisées afm d'évaluer les effets toxiques du cadmium 
sur la formation de l'appareil photosynthétique et son activité. Dans un premier temps, 
l'effet toxique du cadmium a été évalué sur l'activité photosynthétique de l'algue verte. 
Dans cette partie, la fluorescence cWorophyllienne des algues est utilisée comme une 
approche pour évaluer le risque de toxicité du cadmium. Une altération de la capacité 
photosynthétique induite par les métaux lourds se reflète dans le rendement et la cinétique 
de fluorescence. Deux souches de cette espèce, une souche «sauvage» (CC-125 WT mt+) 
avec paroi cellulaire et une souche «mutante» (CC-400 CW 15 mt+) sans paroi, ont été 
employées pour étudier les effets de la paroi cellulaire sur l'absorption du cadmium et son 
effet toxique après 24 et 48 heures de traitement. Les courbes dose-réponse obtenues pour 
ces deux souches ont permis d'identifier une grande sensibilité des effets toxiques du 
cadmium pour les algues sans paroi par rapport à celles avec paroi en présence d'une même 
concentration nominale de cadmium. Les paramètres photosynthétiques de fluorescence ont 
indiqués que le site d'inhibition au cadmium a été au complexe enzymatique du dégagement 
d'oxygène associé au photosystème II. Dans la seconde partie, afin d'évaluer la capacité à 
synthétiser la chlorophylle dans un environnement contaminé au cadmium, la 
phototransformation de la protochlorophyllide (PChJide) en chlorophyllide (Chlide) par 
l'enzyme protochlorophyllide oxydoréductase (PüR) a été étudié chez l'algue unicellulaire 
Chlamydomonas reinhardtii. Une souche mutante ne synthétisant pas la chlorophylle à 
l'obscurité a du être utilisé afm d'obtenir des cellules étiolées, c'est-à-dire que les 
chloroplastes de ces cellules ne sont pas encore formés. La fluorescence à basse température 
(77 OK) est l'outil permettant de suivre dans le temps la phototransformation des pigments et 
la formation des photosystèmes. Les spectres de fluorescence ont permis d'évaluer un 
certain retard dans la phototransformation de la protochlorophyllide en chlorophyllide ce qui 
a une répercussion sur la formation des photosystèmes. 
Mots clés: Cadmium, Chlamydomonas reinhardtii, chlorophillide, chlorophylle, cytométrie 
de flux, fluorescence, métaux Jourds, NADPH-protochJorophyllide oxydoréductase, 
photosynthèse, protochlorophillide, toxicité. 
CHAPITREI
 
LA PHOTOSYNTHÈSE
 
1.1 Introduction 
La photosynthèse est le processus métabolique de base de la cellule végétale; elle convertit 
l'énergie lumineuse (hv) en énergie chimique qui sera emmagasinée dans les molécules 
organiques, soit l' ATP et le NADPH qui fournissent respectivement l'énergie et le pouvoir 
réducteur nécessaire à la formation de glucides. De plus, lors de la photolyse de l'eau, qui 
sera détaillée plus loin, il y a formation d'oxygène moléculaire (01), ce qui mène à la 
réaction générale suivante: 
COl + H10 + hv -+ [CHOH] Il + 0 1+ H10 
Cette réaction globale est constituée de deux phases distinctes: la phase lumineuse 
comprenant les réactions physico-chimiques et la phase obscure qui contient les réactions 
biochimiques. Lors de la phase lumineuse, il se déroule les réactions photochimiques 
nécessaires à la formation de l'énergie chimique et du pouvoir réducteur cellulaire (ATP et 
NADPH) à partir de l'énergie lumineuse. Durant la phase dite obscure, il se déroule les 
réactions biochimiques menant à la formation de glucides à partir du COl fixé pendant le 
cycle de Calvin. 
1.2 Les réactions photochimiques 
1.2.1 Le site de la photosynthèse 
L'ensemble des réactions photochimiques et biochimiques se déroulent dans des organites 
propres aux cellules végétales appelés chloroplastes. Le chloroplaste est formé d'une 
membrane à double couche lipidique séparant ainsi sa partie interne, nommée stroma et le 
cytoplasme cellulaire (Figure 1.1). Ce système membranaire permet les échanges gazeux, 
ioniques et macromoléculaires nécessaires au déroulement de la photosynthèse. L'ensemble 
des enzymes et des cofacteurs nécessaires durant les réactions biochimiques de la phase 
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obscure se retrouve dans le stroma du chloroplaste. Pour ce qui est des réactions 
photochimiques de la photosynthèse, elles s'effectuent à J'intérieur d'un second réseau 
membranaire du chloroplaste, appelé thylacoïdes (tiré du mot grec thylakos qui signifie un 
sac ou une poche) qui est riche en complexes pigments-protéines. 
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Figure 1.1 Site de la photosynthèse dans la cellule végétale: le chloroplaste et ses structures 
internes (Tiré de Campbell, 1995). 
Les thylacoïdes sont constitués de vésicules aplaties et empilées formant des grana qui sont 
liés entre eux par des lamelles stromatiques. C'est dans les membranes des thylacoïdes que 
sont intégrés les cinq types de complexes protéiques impliqués dans la conversion de 
l'énergie lumineuse en énergie chimique via le transport des électrons (Figure 1.2). 
Ces cinq complexes protéiques sont: 
1. Les antennes collectrices de lumière (LHCI et LHCII) 
2. Les centres réactionnels (P680 et P700) 
..
 j 
3. Le réseau de transporteurs (Cytochromes et pJastocyanines) 
4. Le système enzymatique ATP synthétase 
5. Le complexe enzymatique du dégagement d'oxygène (CDO) 
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Figure 1.2 Modèle de la structure d'un thylacoïde: les unités protéiques (D'après Lehninger 
et al., 1994). 
Les différents complexes protéiques de la membrane du thylacoïde sont organisés afin de 
permettre un fonctionnement efficace de l'appareil photosynthétique. En effet, les 
complexes pigments-protéines du PSU se situent principalement dans les régions granaires 
tandis que ceux du PSI, le complexe cytochrome b6f et de l'ATP synthétase se retrouvent 
majoritairement dans les régions non empilées ou inter-granaires (Anderson et Anderson, 
1982). 
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1.2.2 L'absorption de la lumière 
La première étape de conversion de l'énergie lumineuse en énergie chimique est 
l'absorption de la lumière. Les organismes photoautotrophes ont recours à différents 
pigments: la chlorophylle a (Chia), la chlorophylle b (Ch lb), les caroténoïdes, les 
phycocyanines et les phycoérythrines. Ces pigments sont associés aux protéines formant les 
LHCI et LHCII. Selon leur configuration moléculaire (Figure 1.3), chaque pigment absorbe 
spécifiquement à certaines longueurs d'ondes et l'ensemble des spectres d'absorption de ces 
pigments couvre la quasi-totalité du spectre électromagnétique du domaine visible (Figure 
1.4). Ainsi, l'appareil photosynthétique exploite l'énergie lumineuse pour obtenir un 
rendement optimal (Joliot et Joliot, 1978). De plus, d'autres pigments, dont les caroténoïdes 
et les xanthophylles, jouent un rôle de protection contre les effets de la photo-oxydation lors 
d'une exposition intense et prolongée à la lumière (Baroli et al, 2004). 
Carotène 
Figure 1.3 Structure moléculaire des molécules de (A) chlorophylle et de (B) carotène. 
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Figure lA Spectre d'absorption des différents pigments photosynthétiques (Tiré de Rawn, 
1990). 
Lorsqu'un pigment photosynthétique absorbe un photon, il passe rapidement (10- 15 s) de 
l'état stable à l'état excité (exciton). Il existe plusieurs états d'excitation: l'état singulet qui 
est de courte durée de vie et dont les rotations d'électrons sont antiparallèles puis l'état 
triplet avec une plus longue durée de vie et dont le sens des électrons est parallèle. Par la 
suite, plusieurs options s'offrent à la molécule excitée afin de retrouver son niveau d'énergie 
basal. L'énergie peut être réémise sous plusieurs formes: 
1.	 L'émission d'énergie sous forme de chaleur (10- 11 s) 
2.	 L'émission d'énergie sous forme de fluorescence (10-9 s) 
3.	 Le transfert d'énergie à une molécule adjacente 
4.	 La réaction photochimique primaire impliquant la perte d'un électron et une 
séparation de charges (10- 12 s) (Bucchanan et al., 2001). 
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Il existe une certaine compétition entre ces voies de dissipation de l'énergie où le processus 
dominant sera le plus rapide (Figure 1.5). Donc, s'il y a un accepteur d'électrons disponible 
pour la photochimie, ce qui dépend des états d'oxydo-réduction des transporteurs 
d'électrons, ce mode de dissipation de l'énergie sera favorisé. Il est à noter que seules les 
molécules de chlorophylle se trouvant à l'état singulet participent aux réactions 
photochimiques puisque les molécules à l'état triplet prennent plus de temps pour revenir à 
l'état d'énergie initial (Jupin et Lamant, 1999). Les molécules de chlorophylle à l'état triplet 
ont donc recours aux autres méthodes de dissipation énergétique. 
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Figure 1.5 Les niveaux d'énergie d'une molécule de chlorophylle et ses mécanismes de 
dissipation (Tiré de Harbinson et Rosenqvist, 2003). 
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Avant qu'il y ait séparation de charges au niveau du centre réactionnel, l'énergie photonique 
captée est transférée d'un pigment à l'autre jusqu'au centre réactiolU1el du PSU, le P680, où 
il y a séparation de charges et initiation des processus physico-chimiques (Figure 1.6). C'est 
donc cette séparation de charges qui mène à un transport d'électrons et qui est à la base de 
tout le fonctiolU1ement de la photosynthèse. 
Photon 
2 ~ 
Figure 1.6 Transfert de l'énergie entre les molécules de l'antenne collectrice de lumière 
(Tiré de Campbell, 1995). 
1.2.3 Séparation de charges et dégagement de l'oxygène 
Une fois le niveau d'énergie d'excitation suffisant, le P680 constitué d'une paire spéciale de 
Chi a, devient à l'état excité, P680*, et il y aura un transfert d'électron à une molécule 
voisine, la phéophytine a, c'est-à-dire une séparation de charges P680+Pheo". Il s'agit de 
l'étape initiale du transport d'électrons. La perte de l'électron du P680 sera comblée par 
l'apport d'un électron provenant d'un résidu de tyrosine (Z) en position 161 sur la sous-unité 
Dl. La photolyse de l'eau par le complexe de dégagement d'oxygène (CDO) réduira le 
résidu tyrosine pour rétablir la charge électronique. 
Il est donc possible de résumer la séparation de charges et le dégagement d'oxygène par les 
cinq réactions suivantes: 
8 
P680 + hv P680*•
 
P680* + Pheo • P680+ + Pheo­
P680+ + Z • P680 + Z+
 
Z+ + CDO • Z + CDO+
 
CD04++ HzO • CDO+ Oz +4W
 
La cinquième étape étant le résultat de quatre fois les étapes 1 à 4, la formation d'une 
molécule d'oxygène exige au maximum quatre étapes photochimiques élémentaires (Hall et 
Rao, 1994). C'est à la fm des années 60, qu'il a été montré par Joliot que l'oxygène était 
émis de façon irrégulière, soit d'une périodicité d'ordre quatre, lorsque des chloroplastes 
étaient excités par des éclairs lumineux (Figure 1.7). 
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Figure 1.7 Périodicité du cycle de production d'oxygène (Tiré de Joliot et al., 1969). 
Le modèle des états d'oxydation du «cluster» de manganèse (Mn) incorporé au complexe de 
dégagement d'oxygène conçu par Kole et son équipe explique ce phénomène (Figure 1.8). 
Les deux premières étapes de ce cycle, SI - Sz, founùssent un électron au centre réactionnel 
excité via la tyrosine 161 de la protéine Dl et il y a relarguage d'un proton dans le lumen, ce 
qui contribue à la formation d'un gradient de proton à travers la membrane du thylacoïde. 
Tandis que les étapes S3 - S4 fournissent seulement l'électron pour la réduction de la 
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tyrosine tout en créant le pouvoir oxydant qui sera utilisé pour transformer l'eau en oxygène 
lors du passage de l'état S4 - Sa. De plus, il a été montré que les étapes S3 - S4 -Sû étaient les 
étapes limitantes de ce cycle (Babcok et al., 1987). 
S.l
 
P680
 
P680'ilu~ ( 
~P680' )~Im 
P680 
P680 PfiW' 
~ 
~ 
JI\) 
Figure 1.8 Schéma de la formation des états d'oxydoréduction (SN) et la production de 
protons pendant l'oxydation de J'eau conduisant au dégagement d'02 (Tiré de Buchanan et 
al.,2001). 
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Il est désormais possible de faire la distinction entre le côté accepteur et le côté donneur 
d'électrons du P680. En effet, la phéophytine se trouve du côté accepteur tandis que le COO 
et la tyrosine en position 161 de la sous-unitée DI sont du côté donneur. La figure 1.9 
représente l'ensemble des notions de cette section. 
I/li 
Stroma 
Membrane 
Lumen 
1·2H 02
Figure 1.9 Modèle structurel détaillé du centre réactionnel du psn. (Dl et D2 : protéines 
dominantes du PSU; Mn : groupement ou «ciuster» de manganèse; CP43 et CP47 : protéines 
liant la chlorophylle; Lhcb 1,2,3,4,5 et 6: protéines constituant l'antenne collectrice; cyt 
b559 : cytochrome b559; PQH2 : p1astoquinone réduite; QA = quinone a; QB = quinone b; E 
et F sont des protéines fonnant le cytochrome b559; J,K,W,I,L,S,N,H,M et X sont des sous­
unités structurelles du PSU) (Tiré de Rawn, 1990). 
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1.2.4 Le transport d'électrons 
Suite à la séparation de charges, l'électron préalablement accepté par la phéophytine est 
transféré à la quinone A (QA) qui est fixée à son site de liaison sur la sous-unité D2 du psn. 
Une fois la QA réduite sous la forme semiquinone, l'électron est transféré à la quinone B 
(QB) qui possède un site de liaison à la sous-unité Dl du psn (Figure LlO). Cette étape 
réoxyde QA et est catalysée par la présence d'un ion Fe2+ entre les deux quinones. Par la 
suite, un deuxième électron, provenant d'une deuxième séparation de charges du P680, fera 
le même trajet pour ainsi former l'intermédiaire QB2. qui est alors complètement réduite, 
donc sous la forme semiquinol. La QB a la propriété d'être plus stable; elle peut donc 
accepter deux électrons avant sa protonation par deux protons (W) provenant du stroma 
formant ainsi le plastoquinol réduit (PQH2). Le plastoquinol peut diffuser dans la membrane 
du thylacoïde, laissant la place libre sur la protéine Dl pour une nouvelle QB. Ainsi, les 
plastoquinols réduits s'accumulent dans la membrane et forment le «pool» de plastoquinols. 
Le transport d'électrons se poursuit vers le PSI via un complexe de protéines membranaires, 
le complexe cytochrome b6f (Figure 1.11). Ce dernier fonctionne conune une plastoquinol­
plastocyanine oxydoréductase, c'est-à-dire qu'il fixe PQH2 et transfère les électrons à la 
plastocyanine fixée à son site situé du côté du lumen. Les protons libérés se retrouvent au 
niveau du lumen et contribuent à la formation du gradient de protons tandis que la QB 
retourne au «pool» de pastoquinones. 
La plastocyarune est une petite protéine à cuivre de Il kDa dont le rôle est de réduire le 
centre réactionnel du PSI, le P700, suite à sa séparation de charges. En effet, suite à 
l'absorption de l'énergie photoruque par les antennes collectrices de lumière, la séparation 
de charges s'effectuent entre P700* et une molécule dénotée Ao que l'ont croit être un 
monomère de chlorophylle a (Gregory, 1989). Ensuite, l'électron passe de Ao' à la 
phylloquinone (A)) puis à une série de trois protéines Fe-S dénotées Fx, FA et FB 
respectivement avant d'aboutir à la ferredoxine (Fd) qui est le substrat de la NADP+­
ferredoxine oxydoréductase. Le produit de cette catalyse enzymatique se déroulant au 
ruveau du stroma est le NADPH selon la stœchiométrie suivante: 
2Fd,.ed + NADP+ + 2W -----.. 2Fdox + NADPH + W 
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Figure 1.1 0 Niveaux d'énergie du transport linéaire des électrons entre les photosystèmes l 
et II. (Tyr: Tyr 161; PC : plastocyanine; PQ : plastoquinone; FeS : protéine fer-soufre; Cyt: 
cytochrome; A o : accepteur initial du photosystème 1; Al : phylloquinone; Fx : protéine fer­
soufre, FA et FB : centres fer-soufre; Fd = ferrédoxine (Tiré de Govindjee et Govindjee, 
1974). 
) 
PSII ATP synthase 
Figure 1.11 Reconstitution schématique du transport non cycligue des électrons (l, II, III et 
IV : sous unités structurelles de la pompe à protons; CJ., ~, 8, E, y: sous unités protéiques de 
la pompe à protons) (Tiré de Rawn, 1990). 
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Le cofacteur NADPH est utilisé pour son pouvoir réducteur au cours du cycle de Calvin qui 
a pour rôle la fixation du CO2 et la synthèse d'hydrates de carbones (Benson et Calvin, 
1950). De plus, lors du transport linéaire d'électrons et de la photolyse de l'eau se produit un 
gradient de protons à travers la membrane du thylacoïde. C'est l'ATP synthétase, qui utilise 
un gradient chimio-osmotique pour la formation de l'ATP à partir d'ADP et de Pi. Donc, le 
NADPH, l'ATP et le CO2 fixé sont les moteurs de la formation de l'énergie chimique en 
apportant respectivement le pouvoir réducteur, l'énergie et la source de carbone nécessaire. 
Dans certaines conditions, par exemple lorsqu'il manque de NADP+, c'est-à-dire lorsque le 
transport d'électrons n'a plus d'accepteur final, les électrons peuvent être transférés à 
d'autres molécules dont l'oxygène. Ceci a pour conséquence la formation d'espèces 
réactives de l'oxygène (ERO) qui peuvent être nocives pour la cellule. Afin de pallier à la 
formation de ces intermédiaires toxiques, l'appareil photosynthétique met en place un 
transport cyclique d'électrons qui n'implique pas le PSU. La Fdred transfère l'électron à la 
Fdx-PQ-oxydoréductase qui joue le rôle du PSU en réduisant les plastoquinones (Figure 
1.12). Ceci a pour effet d'augmenter le gradient de protons à l'intérieur du lumen. Il va s'en 
dire que plusieurs autres mécanismes de régulation se mettent en branle afm d'éviter la 
formation d'ERO, notamment le cycle des xantophyl1es. 
Cydic photophosphorylatioll 
Photos'Vstem 1 redox chain 
photon 
Figure 1.12 Transport cyclique des électrons (D'après Govindjee et Govindjee, 1974). 
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1.2.5 Les réactions de la phase obscure 
Lors des réactions biochimiques menant à la synthèse des glucides au niveau du stroma, il y 
a consommation de neuf molécules d'ATP et de 6 molécules de NADPH produites lors du 
transport d'électrons. En effet, il y a d'abord fixation de CO2 puis trois molécules de ce gaz 
sont utilisées pour la carboxylation de trois molécules de ribulose bisphosphate (RuBP) 
formant ainsi six molécules de 3-phosphoglycérate via l'enzyme ribulose bisphosphate 
carboxylase oxygénase (Rubisco). Ces molécules sont ensuite phosphorylées donnant lieu à 
six molécules de 1,3-bisphosphoglycérate utilisant six molécules d'ATP. Puis, six molécules 
de NADPH sont utilisées pour réduire ces molécules de 1,3-bisphosphoglycérate menant à 
la formation d'autant de molécules de glycéraldéhyde-3-phosphate (G3P). Cette dernière 
molécule est à la base de la formation de glucides et autres composés organiques tels les 
lipides, les acides gras, les acides aminés et les acides carboxyliques. En fait, seulement une 
des six molécules de G3P sera utilisée pour la synthèse de glucides, les cinq autres serviront 
à la régénération de RuBP ce qui nécessite trois autres molécules d'ATP (Figure 1.13) 
(Calvin et Massini, 1952; Calvin et Bassham, 1962). 
La réaction globale de l'incorporation d'une molécule de CO2 est la suivante: 
Les espèces végétales dont le résultat de l'intégration du CO2 est une molecu1e à trois unités 
de carbone, telle 3-phosphoglycérate, sont appelées plantes en C3. Mais il faut savoir qu'il 
a été observé dans les années 1960 des plantes en C4 dont le premier intermédiaire de la 
fixation du CO2 est l' oxaloacétate, un composé à quatre atomes de carbone. 
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Figure 1.13 La fixation du COz lors du cycle de Calvin (Tiré de Campbell, 1995). 
CHAPITRE II
 
LA FLUORESCENCE CHLOROPHYLLIENNE
 
2.1 Introduction 
L'énergie lumineuse absorbée par les antennes collectrices de lumière des photosystèmes 
peut, lorsqu'elle n'est pas utilisée pour la réaction photochimique primaire, être réémise 
sous forme de chaleur, de fluorescence ou transmise à une autre molécule afin que la 
chlorophylle excitée à l'état singulet retrouve son niveau d'énergie de base (Papageorgiou, 
1975). L'énergie excédante peut donc être transmise à une molécule d'oxygène (02), ce qui 
crée des ERO qui sont très nocives pour la cellule (Figure 2.1). 
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Figure 2.1 Voies de dissipation d'énergie de la chlorophylle excitée (Tiré de Müller et al., 
2001). 
D'un autre côté, moins de 3% de l'énergie d'excitation absorbée par les pigments est 
réémise sous forme de fluorescence (Kraus et Weiss, 1991) et environ 90% de la 
fluorescence totale émane du PSII (Govindjee, 1995). La fluorescence chlorophyllienne est 
désormais considérée comme un indicateur intrinsèque précis des processus photochimiques 
et du transport des électrons au niveau du PSII. L'intensité de la fluorescence est donc 
directement liée au rendement photosynthétique puisque les deux modes de désexcitation 
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sont compétitifs. Or, cette approche a été utilisée à plusieurs reprises afm d'étudier les effets 
des polluants et diverses conditions environnementales sur le fonctionnement du transport 
d'électrons et divers mécanismes de transfert d'énergie au niveau du PSU. 
2.2 La cinétique rapide et polyphasique de la fluorescence cWorophyllienne 
La découverte de l'induction de la fluorescence chlorophyllienne est attribuable aux travaux 
de Kautsky et Hirsh publiés en 1931. Ils ont montré que les algues vertes préalablement 
exposées à l'obscurité présentaient un niveau de fluorescence qui variait dans le temps 
lorsqu'elles étaient soumises à une illumination continue. Cet effet fut baptisé «l'effet 
Kautsky» ou «fluorescence variable». Il est maintenant bien établi que la mesure de la 
fluorescence chlorophyllienne pratiquée in vivo dépend de l'état d'oxydoréduction de 
l'accepteur primaire d'électron du PSU, la QA. En effet, le niveau de fluorescence augmente 
lorsque QA est réduite par le transport d'électrons et diminue lorsque QA est réoxydée 
(Duysens et Sweers, 1963). La figure 2.2 représente différentes phases de la cinétique de 
fluorescence chlorophyllienne qui indiquent l'état d'oxydoréduction des transporteurs 
d'électrons associés au PSU. Plus récemment, soit au début des années 1990, une nouvelle 
transition, noté J, a été découverte et observée à un temps de 1 milliseconde lorsque la 
cinétique rapide fût présentée sur l'échelle logarithmique de temps (Figure 2.3) (Strasser et 
Govindjee, 1991; Strasser, 1995). 
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Figure 2.2 Courbes d'induction de fluorescence présentant les différentes transitions (O-I-D­
P-S-M-T) sur une échelle croissante de temps (Tiré de Briantais et al., 1986). 
La cinétique rapide de fluorescence doit toujours être mesurée après une adaptation à 
l'obscurité de l'espèce végétale pendant une période de temps nécessaire à l'oxydation 
complète des transporteurs d'électrons. Par la suite, une lumière saturante produira une 
cinétique rapide polyphasique de type O-J-I-P lorsque présentée sur une échelle de temps 
logarithmique. 
La fluorescence initiale au point 0 est une fluorescence dite de base mesuré à 50 flS, qui est 
attribuable majoritairement aux antennes collectrices de lumière du PSU riches en Chi a 
(Buttler, 1977) avant que l'excitation n'atteigne le centre réactionnel P680. À ce moment, 
les transporteurs sont dans l'état oxydé et le centre réactionnel est dit «ouvert» (Munday et 
Govindjee, 1969; Mathis et Paillontin, 1981). Une fois l'énergie d'excitation suffisante, il y 
a séparation de charges au niveau du P680, ce qui mène à la réduction des transporteurs 
d'électrons. Or, l'augmentation du ruveau de fluorescence jusqu'à la transition J est 
attribuable à la réduction des QA' La photochimie et la fluorescence étant des méthodes de 
dissipation de l'énergie compétitives, moins il y a de QA disponible pour la réduction via le 
transport d'électrons (photochimie), plus le ruveau de fluorescence s'intensifie. À la 
transition J, l'ensemble des QA devraient être réduites. De plus, la transition J est également 
influencée par les états de transitions Sx du cycle d'oxydation de l'eau au niveau du 
complexe de dégagement d'oxygène (Delosme, 1967; Hsu, 1993). 
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Les phases intermédiaires l et P reflètent les différents états d'oxydation des transporteurs 
d'électrons associés au psn. La séquence des états d'oxydoréduction reflète donc l'ordre du 
transport d'électrons entre les quinones, tel que discuté précédemment (Figure 2.3). De plus, 
il a été montré que les centres réactionnels ne réduisent pas tous à la même vitesse le «pool» 
de plastoquinones (Strasser, 1995). Puis, après un certain temps le niveau de fluorescence 
diminue jusqu'à la transition T dont les causes sont multiples. En effet, le taux 
d'assimilation du carbone (Walker, 1981), de la libération de l'oxygène (Walker et al., 
1983), le gradient de protons à travers la membrane du thylacoïde (Briantais et al., 1979) et 
l'état d'oxydoréduction des accepteurs primaires d'électrons (Klimov et al., 1981) sont tous 
des facteurs en cause. 
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Figure 2.3 Courbe d'induction de fluorescence montrant les transitions O-J-I-P, mesurée sur 
une échelle de temps logarithmique (Tiré de Strasser et Govindjee, 1991). 
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2.2.1 Les paramètres de la cinétique rapide 
Plusieurs paramètres sont évalués à partir de la cinétique rapide et polyphasique afm de faire 
le diagnostique de l'effet de polluants ou de diverses conditions environnementales. 
2.2.1.1 L'efficacité photochimique maximale du PSU (~PSU ou FvlFm) 
Il s'agit du paramètre le plus utilisé de la fluorescence cWorophyllienne induite. Une fois 
l'espèce végétale adaptée à l'obscurité, une illumination saturant les centres réactionnels 
induit une augmentation de la fluorescence chlorophyllienne d'un niveau basal, Fo, à son 
niveau maximal, Fp ou Fm. À ce point, nous dirons que les centres réactionnels sont fermés 
puisque les transporteurs d'électrons sont tous réduits. L'efficacité photochimique est 
exprimée: 
(Fm - Fo) / Fm = Fv / Fm
 
où Fv représente la fluorescence variable.
 
Ce paramètre estime le rendement quantique maximal de la photochimie du PSU (Butller et 
Kitajima, 1975) dont la valeur maximale est évaluée à 0,832 (Bjorkman et Demmings, 1987) 
chez les plantes supérieures. Une variation de ce paramètre est une bonne indication de 
l'effet de certains polluants ou conditions environnementales (Karukstis, 1991). 
2.2.1.2 Estimation de la taille des antennes collectrices de lumière (ABS/CR)
 
Ce paramètre informe sur la proportion de centres réactionnels du PSU qui sont inactifs.
 
Ainsi, l'inactivation des CRs par un stress rend la taille apparente des antennes collectrices
 
de lumière plus grande par centre réactionnel. En effet, l'énergie captée par les antennes
 
collectrices de lumière d'un photosystème inactif sera redistribuée vers un centre réactionnel
 
actif (Strasser et Tsimilli-Michael, 1998).
 
2.2.1.3 Le «quenching» du «pool» de plastoquinones (qPQ)
 
Comme il en a été question précédemment, la transition entre l et P de la cinétique rapide et
 
polyphasique de fluorescence est dépendante de l'état d'oxydoréduction des quinones
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associées au PSU (Strasser, 1999). Or, les valeurs de ce «quenching» pourraient être 
considérées comme une estimation de la taille du «pool» de plastoquinones participant au 
transport d'électrons (Strasser, 1999). 
2.2.1.4 Le «quenching» lié au gradient de protons (qEIDJlx) 
Ce «quenching» représente l'effet du gradient de protons sur la diminution de la 
fluorescence chlorophyllienne entre les transitions P et S. Il est donc possible de déterminer 
ce paramètre lié au transport de protons entre le stroma et le lumen des thylacoïdes en 
analysant la cinétique de fluorescence rapide et polyphasique de fluorescence (Strasser, 
1999). 
2.3 La cinétique de fluorescence modulée 
Cette technique de fluorescence chlorophyllienne permet d'étudier les mécanismes de 
dissipation d'énergie des photosystèmes (Weiss et Berry, 1987; Oquist et Chow, 1992). Pour 
ce faire, l'appareil appelé PAM (Pulse Amplitude Modulation) utilise quatre sources 
lumineuses: modulée (MR), saturante (SR), actinique (AR) et rouge lointain (FR) qui 
permettent l'analyse de la fluorescence chlorophyllienne à différents stades du transport 
d'électrons associés aux photosystèmes (Figure 2.4) (Shreiber et al., 1986). 
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Figure 2.4 Schéma du fonctionnement d'un fluorimètre modulé (PAM). A = Fluorimètre; 0 
= détecteur (modulé); MR = lumière modulée; AR = lumière actinique; SR = Lumière 
Saturante; FR = lumière rouge lointain; SF et LF = Filtres optiques. 
D'abord, il faut que les transporteurs d'électrons soient à l'état oxydé en adaptant 
l'échantillon à l'obscurité (OAS). Puis, la lumière analytique modulée est allumée. Cette 
lumière est d'une intensité inférieure à 0.1 !-tmol de photons m2 sol, ce qui est trop faible 
pour induire une séparation de charges au niveau du P680. Elle sert donc à la détermination 
du niveau de fluorescence basal, fo. Un avantage de l'utilisation de cette lumière modulée 
est de permettre au système de détection d'enregistrer seulement la fluorescence émanant de 
la chlorophylle en tenant compte de la fréquence et de la phase de la lumière modulée afin 
d'éviter les interférences (bruit de fond). Une fois Fo déterminé, la lumière saturante réduit 
tous les transporteurs d'électrons en utilisant une lumière polychromatique de plus de 1000 
!-tmol de photons m2 S·I pour une durée variant entre 300 et 700 ms selon l'espèce végétale 
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utilisée. Ceci sert à fenner les centres réactionnels et à donner le niveau de fluorescence 
maximale, Fm, ce qui pennettra éventuellement de déterminer les rendements 
photochimiques. Une fois le flash terminé, le niveau de fluorescence revient à son niveau de 
base. À ce moment, la lumière actinique, 100 à 150 flmol de photons m2 s-\ d'une intensité 
équivalente à la lumière ambiante est allumée. À partir de ce moment, l'échantillon est 
adapté à la lumière (LAS) et ceci est caractérisé par une synthèse d'ATP et de NADPH de 
façon continue et accompagnée par la fixation de CO2 (Walker, 1987). Puis, à intervalles 
constants, des flashs saturants, de même intensité que celui administré lorsque l'espèce 
végétale était adaptée à l'obscurité, sont appliqués et donnent la valeur de fluorescence 
maximale lorsque l'échantillon est adapté à la lumière (F'm). Ceci ce fait jusqu'à ce qu'un 
équilibre se forme (Fs). Les changements dans cette cinétique de fluorescence 
chlorophyllienne sont attribuables au mélange des processus photochimiques et non­
photochimiques tels le gradient de pH à travers la membrane du thylacoïde, de la dissipation 
de l'énergie sous forme de chaleur, de la photophosphorylation des antennes collectrices de 
lumière ainsi que de la photoinhibition du P680 (Krauss et Weis, 1991; Govindjee, 1985; 
Maxwell et Johnson, 2000). Une fois que cet équilibre est atteint, la lumière actinique est 
éteinte et une lumière du rouge lointain (FR) est allumée. Cette dernière excite plus le P700 
que le P680, ce qui a pour effet de drainer les électrons vers le PSI et par le fait même de 
réoxyder les transporteurs d'électrons associés au PSII, ce qui donne une fluorescence de 
base F'o (Figure 2.5). 
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Figure 2.5 Cinétique de fluorescence modulée mesurée à l'aide d'un fluorimètre PAM. Fo : 
fluorescence constante pour une plante adaptée à l'obscurité; F'o : fluorescence constante 
pour une plante adaptée à la lumière; Fv: fluorescence variable; Fm: fluorescence 
maximale pour une plante adaptée à l'obscurité; F'm: fluorescence maximale pour une 
plante adaptée à la lumière; qN: «quenching» non photochimique; qr: «quenching» 
photochimique (Tiré de Rohacek, 2002). 
2.3.1 Les paramètres associés à la cinétique de fluorescence chlorophyllienne modulée 
2.3.1.1 L'efficacité photochimique maximale du PSII (q>M) 
Un flash lumineux saturant provoque le passage du niveau basal de fluorescence, Fo, au 
niveau maximal (Fm) pour un échantillon adapté à l'obscurité dont les transporteurs 
d'électrons sont tous oxydés. En utilisant les valeurs de Fo et Fm, il est possible de calculer 
l'efficacité photochimique maximale du PSII comme suit (Genty et al., 1989): 
q>M = (Fm - Fo) / Fm = Fv / Fm. 
Ce paramètre représente le rendement quantique de la photochimie pnmaire au centre 
réactionnel du PSU (Butler et Kitajima, 1975). La différence entre q>M et q>PSII obtenu au 
PEA provient de la méthode qui détermine le Fo. En effet, le PEA utilise la fluorescence 
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émise après 50 Ils d'illumination tandis que le PAM utilise une faible intensité lumineuse 
afm de calculer la valeur de Fo. 
2.3.1.2 L'efficacité photochimique opérationnelle du PSII (~' M) 
Il s'agit en fait de l'efficacité photochimique maximale du PSII lorsque l'échantillon est 
adapté à la lumière. Ce paramètre se calcule comme suit (Genty et al., 1989): 
~'M = (F'm - F'o) / F'm = F'v / F'm 
Donc, ce paramètre est proportionnel au transfert de l'énergie entre le P680 et QA à l'état 
stationnaire (Fs), ce qui tient compte seulement des centres réactionnels ouverts qui 
participent au transport d'électrons pour un échantillon adapté à la lumière. En effet, lorsque 
l'échantillon est adapté à la lumière, une celiaine partie des CR ne participent pas au 
transport d'électrons et sont dits fermés. 
2.3.1.3 Le «quenching» photochimique (qp) 
Ce paramètre indique la proportion de photons absorbés par le P680 qui sont utilisés par les 
CR ouverts sous illumination constante. En effet, dans cette condition, la baisse du niveau 
de fluorescence dans le temps est due à l'oxydation des transporteurs d'électrons de QA vers 
le «pool» de plastoquinones (Havaux et al., 1991; Kramer et al., 2004) et ainsi qP représente 
cette atténuation de la fluorescence qui est attribuable au CR ouverts et est calculée ainsi 
(Shreiber et al., 1986) : 
qP = (F'm - Fs) / (F'm - F'o) 
2.3.1.4 Le «quenching» non photochimique (qN)
 
Ce paramètre est caractéristique de la voie de dissipation d'énergie sous forme non
 
photochimique préalablement captée par les antennes collectrices de lumière (Havaux et al.,
 
1991) et il se calcule (Shreiber et al., 1986): 
qN = 1 - [(F'm - F'o) / (Fm - Fo)] = 1 - (F'v / Fv) 
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Le quenching non photochimique est affecté par différents facteurs et est constitué de trois 
composantes soit, qE, qT, q,. 
Le premier, qE, est le paramètre dépendant de la formation du gradient de protons à travers 
la membrane du thylacoïde. Lorsque ce gradient est élevé, il y a des modifications aux 
ultrastructures des thylacoïdes (Briantais et al., 1986) et formation de la zéaxanthine, qui se 
lie à la chlorophylle et évite l'excitation de ces molécules empêchant ainsi J'excitation 
d'atteindre le CR. (Demmig-Adams et al., 1989). Le second facteur, qT, pour sa part traduit 
les changements dans les états de transitions des antennes collectrices de lumière. Ces états 
de transition dépendent de la migration des LHCII associés au PSII vers le PSI. C'est donc 
un système de régulation de la distribution de l'énergie entre les photosystèmes. 
Finalement, qI est la résultante des photodommages subits par les différentes composantes 
peptidiques du psu. C'est le «quenching» de photoinhibition qui implique les processus de 
photoprotection et de réparation des CRs. 
CHAPITRE III
 
LA BIOSYNTHÈSE DE LA CHLOROPHYLLE
 
3.1 Introduction 
La lumière a une autre utilité importante au sein de la cellule végétale. En effet, dans la 
majorité de plantes, comme les angiospermes, la lumière est nécessaire à la synthèse des 
pigments chlorophylliens et constitue le facteur le plus important de la régulation de la 
biogenèse de l'appareil photosynthétique. La protochlorophyllide (PChlide), le précurseur 
de la chlorophylle, s'accumule chez les plantes à l'obscurité au niveau des plastides de 
feuilles, communément appelés étioplastes. Cette accumulation se fait sous forme d'un 
complexe ternaire photoactif stable constitué de PChlide, de l'enzyme protochlorophyllide 
oxydoréductase (POR) et du cofacteur NADPH (Oliver et Griffiths, 1982). Suite à une 
illumination, le complexe est rapidement réduit, formant la chlorophyllide (ChIide) puis, 
ultérieurement, la chlorophylle. C'est donc cet événement impliquant la lumière qui est 
suffisant pour déclencher la formation de quelques unités photosynthétiques fonctionnelles 
(Franck, 1993). Donc, la mise en place de l'appareil photosynthétique chez les espèces 
végétales peut être étudiée par l'illumination adéquate de l'espèce étiolée. 
3.2 L'étioplaste et le développement du chloroplaste 
La structure membranaire de l'étioplaste contient le corps prolamellaire (PLB) et les 
prothylacoïdes (PT). Le PLB est une structure lipidique crystaline qui forme un réseau de 
membranes au centre de l'étioplaste tandis que les PT sont des membranes plus 
rudimentaires qui s'étirent vers le stroma (Weier et al, 1970). La protéine POR est la 
protéine la plus abondante au niveau du PLB (lkeushi et Murakami, 1983; Ryberg et 
Dehesh, 1986). De plus, il existe deux types de POR: PORA dont l'activité décline 
rapidement lors de l'illumination et PORB dont le niveau demeure constant que ce soit au 
niveau de l'étioplaste ou du chloroplaste suite au verdissement (Holtorf et al., 1995). Une 
fois la plante étiolée exposée à la lumière, il y aura dispersion des PLB durant laquelle les 
agrégats de POR se relocalisent au niveau des PT (Ryberg et Dehesh, 1986) et l' étioplaste 
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devient chloroplaste. Une illumination continue transforme les PT en thylacoïdes dans 
lesquels les complexes pigments-protéines s'intègrent à la membrane pour former les 
photosystèmes. 
Figure 3.1 Microscopie électronique d'un étioplaste. PT: prothylacoïdes et PLB : corps 
prolamellaires (Tiré de Hoober, 1984). 
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3.3 La synthèse de la chlorophylle 
3.3.1 La voie des tétrapyrroles 
Le processus de la biosynthèse de la chlorophylle se déroule en plusieurs étapes dont le 
point de départ est l'acide o-aminolevulinique (o-ALA) et ses étapes sont toutes localisées 
au sein du chloroplaste. Pour sa part, l'o-ALA est produit par l'acide glutamique (Glu) dans 
une séquence de réactions qui implique un tARNGlu (Bucchanan et al., 2001). Ce genre de 
réaction est peu commune dans le domaine biochimique puisqu'elle fait intervenir un tARN 
comme cofacteur. Par la suite, deux molécules d'O--ALA se condensent pour former le 
porphobilinogène qui est l'unité de départ de la partie pyrole de la molécule de chlorophylle. 
En effet, c'est la liaison de quatre molécules de porphobilinogène qui crée le cycle 
tétrapyrolique intermédiaire, l'uroporphyrinogène III. Puis, suite à des réactions de 
décarboxylation et de réarangements électroniques, il y a formation d'une molécule de 
protoporphyrine IX qui consiste en un système entièrement conjugué qui est un point 
d'appui important dans la synthèse des porphyrines. En effet, suite à une chelation avec un 
atome de fer, la voie de synthèse sera dirigée vers les hèmes tandis que la synthèse des 
pigments chlorophylliens passe par les six étapes suivantes (Figure 3.2) : 
1. Insertion de l'ion Mg divalent au centre de l'anneau porphyrine, 
2. Méthylation du groupement propionyle, 
3. Formation d'un iso cyclique, 
4. Réduction de l'anneau D, 
5. Réduction du groupement vinyl-S via l'activité catalytique de l'enzyme POR, 
6. Estérification avec le phytole. 
Comme indiqué, la cinquième étape requiert la présence de POR et, selon les espèces 
végétales, de la lumière lorsque la régulation de la synthèse de la chlorophylle se fait lors de 
la réduction de la PChlide par l'enzyme POR, donc chez les angiospermes. D'autres 
espèces, tels les gymnospermes ou certaines algues, peuvent synthétiser la chlorophylle 
d'une façon indépendante de la lumière en suivant les mêmes étapes, car leurs enzymes 
POR ne nécessitent pas la présence de lumière pour être effective, d'où la distinction entre la 
voie dépendante et indépendante de la lumière pour la biosynthèse de la chlorophylle. 
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Figure 3.2 Mécanisme de la biosynthèse de la chlorophylle à partir du glutamate (Tiré de Buchanan, 2001). 
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3.3.2 Les protochlorophyllides 
L'orge a été l'espèce végétale la plus utilisée dans la recherche sur les phénomènes du 
verdissement. Les éléments théoriques concernant la phototransformation de PChlide en 
Chlide mentionnés s'y rattachent. Il existe plusieurs formes de PChlide qui sont identifiées 
selon la longueur d'onde à laquelle leur intensité de fluorescence est maximale à basse 
température (77° K). Ainsi, les formes spectrales les plus connues sont PChlide-F633, 
PChlide-F645 et PChlide-F654 (Boddi et al., 1992). Les longueurs d'onde de fluorescence 
maximale peuvent varier d'une espèce à l'autre. Il semble que la fOlme PChlide-F633 ne 
peut être photoréduite parce que la molécule de PCWide est libre et non dans sa forme de 
complexe ternaire (Boddi, 1994). La PChlide-F654 peut être transformée en Chi ide par un 
simple flash lumineux tandis que la PChlide-F645 nécessite la présence d'une lumière 
continue pour sa phototransformation (Sundqvist et Dahlin, 1997). 
3.3.3 L'enzyme POR et son activité 
Bien que la POR soit l'enzyme la plus importante des PLB, cette protéine de 22 à 38 kDa 
(selon les espèces) est synthétisée au niveau du cytosol. Cette enzyme catalyse, en une seule 
étape, la réduction de la double liaison en position 3 de l'anneau IV de la PCWide pour ainsi 
former la Chlide (Rudiger et Schoch, 1988; Schoch et al., 1995; Griffiths et al., 1996). Suite 
à cette phototransformation, il a été observé que la concentration de POR diminue 
rapidement (Santel et Appel, 1981). 
3.3.4 Les changements spectraux 
Les modifications subies par les PChlides engendrent des changements observables via les 
spectres de fluorescence à basse température (77°K) attribuables à la formation de Chlide et 
de Chi ainsi qu'à la regénération des PChlides photoactives. Pour commencer, PChlide­
F655 est réduite en 10 flS suite à un flash saturant d'au moins 200 ms, ce qui transforme les 
PChlides actives en Chlide-F689 (Chlide-POR-NADP+). Puis, à l'intérieur d'une minute, les 
Chlide-F689 deviennent Chlide-F694 et ce déplacement dans le spectre est attribuable à la 
réduction de la molécule de NADP+ faisant partie du complexe ternaire (Franck et Mathis, 
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1980; Innoue et al., 1981). Une quinzaine de minutes plus tard, il est observable sur le 
spectre de fluorescence à basse température que la bande de Chlide-F694 s'est déplacée vers 
de plus courte longueur d'onde, soit environ 682 nm. Ce déplacement est mieux connu sous 
le nom de Shibata shift (Shibata, 1957) et est associé à la disparition du PLB (Henningson , 
1970), à la désagrégation des complexes ternaires formant Chlide-F694 et menant à la 
régénération de PCWide actives (Oliver et Griffith s, 1982) et à la synthèse de Chl(ide) 
(Henningson et Thome, 1974). Puis, un déplacement lent de la bande passant de 682 nm à 
environ 685 nm sur le spectre de fluorescence à 77K témoigne de la formation de Chi par 
l'estérification via l'activité de l'enzyme Chl-synthase (Franck, 1990) (Figure 3.3). 
Finalement, après quelques heures, il est possible de visualiser des bandes attribuables aux 
différents photosystèmes. En effet, la présence des complexes pigments-protéines du PSU 
est caractérisée par une bande entre 685 et 695 nm tandis que celle du PSI se situe entre 710 
et 720 nm. 
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Figure 3.3 Les formes de PChlide, de Chlide, de Chi et leur changements spectraux à 77°K 
lors des étapes du verdissement. 
CHAPITRE IV 
LE STRESS OXYDATIF 
4.1 La formation d'espèces réactives de l'oxygène (ERO) 
L'oxygène est un excellent accepteur d'électron et il est biradicalaire. Ceci signifie que cette 
molécule possède deux électrons de spin parallèle à son état normal. Les radicaux libres se 
forment lorsque la molécule d'oxygène reçoit ou perd un électron. Les ERO les mieux 
connus sont l'anion superoxyde (Oz-), le peroxyde d'hydrogène (HzOz), l'oxygène singulet 
eOz) et le radical hydroxyl (OH). Ces derniers sont abondamment formés chez les 
organismes effectuant la respiration aérobie. Bien qu'il ait été montré que les ERO peuvent 
jouer un rôle important dans la signalisation cellulaire, il n'en demeure pas moins qu'ils sont 
nocifs pour l'organisme à fortes doses, pouvant mener à la mort cellulaire. En effet, les ERü 
s'attaquent aux macromolécules biologiques telles les protéines, les lipides et les acides 
nucléiques (Halliwell et Gutteridge, 1999). Il est important de savoir que l'organisme vivant 
est bien préparé pour se défendre contre les ERO qu'il génère. En effet, l'organisme dispose 
d'un système de défense pour éliminer le surplus d'ERO. Il y aura un stress oxydatif lorsque 
les antioxydants ne sont plus en mesure de limiter les effets d'une trop grande concentration 
d'ERO. 
Le changement d'états d'oxydation de l'oxygène se produit selon deux mécanismes: 
1.	 L'absorption d'énergie menant à l'état singulet en changeant le spin d'un électron 
libre, 
2.	 lors de la réduction monovalente menant à la formation d'une molécule d'eau. 
Comme il en a été question précédemment pour la chlorophylle, l'oxygène peut absorber de 
l'énergie et la molécule excitée aura un spin électronique parallèle, formant l'oxygène 
triplet. Ce dernier peut accepter un électron pour combler le vide électronique, formant ainsi 
l'anion superoxyde. Des étapes successives de réductions monovalentes comportent des 
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intermédiaires très réactifs et mènent à la formation d'une molécule d'eau (McKersie et
 
Leshem, 1994). Voici une description des différents ERO (Figure 4.1) :
 
L'anion superoxyde (0/)
 
Cet ERO est produite lorsque l'oxygène moléculaire à l'état triplet comble son vide
 
électronique en acceptant un électron. L'anion superoxyde peut alors réagir avec des
 
molécules organiques telles le NADPH ou certaines enzymes, ce qui a pour effet potentiel
 
de les inhiber (Kono et Fridovich, 1982; Lledias et al., 1998). Ce radical libre est également
 
capable de se distribuer par diffusion dans les différents compartiments du système
 
cellulaire.
 
Le peroxyde d'hydrogène (H20 2)
 
Cet ERO non radicalaire est un produit de la superoxyde dismutase (SOD), une enzyme
 
antioxydante dont il sera question plus loin. Cette molécule est moins réactive et peut donc
 
diffuser à travers les membranes lipidiques et réagir loin de son site de production.
 
Le radical hydroxyl (OH)
 
Le radical hydroxyl est produit durant la réaction d'Haber-Weiss. Cel1e-ci implique l'anion
 
superoxyde, le peroxyde d'hydrogène ainsi qu'un cation de transition tel que le Cu2 + ou le
 
Fe3 + selon la réaction:
 
-----+~ O2 + ·OH +OH (Haber et Weiss, 1934) 
ou à partir du peroxyde d'hydrogène impliquant un métal de transition tel que le Fe2+ ou le 
Cr5 + selon le mécanisme de Fenton: 
Fe2 + + H20 2 ~ Fe3 + +OH + ·OH 
Ce radical hydroxyl est le plus toxique et affecte toutes les macromolécules cellulaires. Son 
site d'action est très localisé en raison de sa grande réactivité (Foyer et al., 1997). 
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Figure 4.1 Formation et dégradation d'ERO induites par les métaux lourds (Tiré de Pinto et 
al., 2003). 
4.2 Les principaux sites de formation 
Les organismes photosynthétiques sont plus susceptibles aux dommages causés par les 
ERO. En effet, en raison du transport d'électrons au niveau des thylacoïdes et de la 
membrane interne des mitochondries, des concentrations élevées d'oxygène et d'ions 
métalliques, ces microenvironnements sont plus susceptibles de générer de hautes 
concentrations d'ERO. Ce potentiel à haut risque de production d'ERO pourrait également 
être lié au dysfonctionnement des enzymes et photosystèmes jouant un rôle au sein du 
transport d'électrons. Ces dysfonctionnements peuvent être la conséquence d'un stress lié à 
la présence de xénobiotiques ou à des facteurs environnementaux. 
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4.2.1 La photosynthèse et le stress oxydatif 
La photosynthèse donne lieu à la formation d'ERO tant lors de la phase lumineuse que lors 
de la phase obscure. Lors de la phase lumineuse, il y a trois sites principaux de formation 
d'ERO (Figure 4.2) : 
1.	 Comme il en a été question précédemment, la chlorophylle des photosystèmes à 
l'état excité peut transférer son énergie à une molécule à prox.imité, en occurrence 
l'oxygène, qui passera de l'état triplet C02) à l'état singulet (102); 
2.	 Lors du transfert d'électrons du CDO vers le PSU, il peut y avoir transfert d'électron 
à une molécule d'oxygène préalablement formée; 
3.	 Lorsque le ratio NADP+/NADPH + H+ est faible, l'électron issu du transport 
d'électrons est transféré de la ferrédoxine à l'oxygène formant ainsi l'anion 
superoxyde selon la réaction de Mehler. Ceci est le site principal de formation 
d'ERO au sein du chloroplaste. 
Stroma 
Lumen 
Figure 4.2 Sites de formation d'ERO lors de la photosynthèse (d'après McKersie et Leshem, 
1994). 
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Lors de la phase obscure, le glycolate migre vers le peroxysome et il y est oxydé par en 
glyoxalate. Cette réaction génère la formation de peroxyde d'hydrogène au niveau du 
peroxysome. 
De plus, il y a formation d'ERO au OIveau de la mitochondrie en raison du transport 
d'électrons qui a lieu au niveau de la membrane interne et de la présence d'oxygène dans ce 
microenvironnement (Baum et Scandalios, 1979; Fridovich, 1986). Ainsi, le cytochrome 
P450 génère l'anion superoxyde lors de la décontamination de xénobiotiques, notamment les 
herbicides, au niveau du réticulum endoplasmique. Finalement, l'activité des oxydases 
génère la formation d'ERO, en particulier le H20 2• Par exemple, la NADPH-oxydase, qui est 
une enzyme jouant un rôle important lors de la réponse à un stress biotique ou abiotique, 
produit l'anion superoxyde lors du transfert d'un électron du NADPH à 1'02 (Levine, 1999; 
Segal et Abo, 1993). 
4.3 Les antioxydants 
Afin de contrer les effets des ERO, les organismes aérobies possèdent un important système 
de défense et de contrôle qui permet de garder le stress oxydatif à un bas niveau. Ce système 
de défense utilise à la fois des enzymes et des molécules aux propriétés antioxydantes. 
4.3.1 La superoxyde dismutase (SOD) 
Comme son nom l'indique, cette enzyme catalyse la réaction de dismutation de l'anion 
superoxyde et les produits de la réaction enzymatique sont 1'02 et H20 2 selon la réaction: 
O2 - + 2H+ • O2 + H202 
11 y a plusieurs types de SOD qui diffèrent majoritairement selon la composition du 
cofacteur métallique. Paradoxalement, ce dernier peut être formé d'ions métalliques de 
cuivre, de zinc, de manganèse ou de fer, lesquels sont également impliqués dans la 
formation d'ERO (Van Camp et al., 1994; Bowler et al.,1994). Cette enzyme est présente 
dans presque tous les compartiments cellulaires. 
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4.3.2 La catalase 
Cette enzyme, ubiquitaire aux organismes aérobies, détoxifie la cellule du H20 2 formé au 
niveau du peroxysome. Cette protéine de grande taille, 240 kDa, ne se retrouve pas au 
niveau du chloroplaste, bien que trois isoformes aient été répertoriés au niveau du cytosol, 
des peroxysomes et des mitochondries (Chandlee et al., 1983). 
La catalase possède deux modes d'action afin de transformer le H20 2 en H20 et O2• En effet, 
à faible concentration de son substrat (/lM), la catalase agit telle une peroxydase et utilise le 
pouvoir réducteur d'une autre molécule (RH2) comme source de protons selon la réaction 
suivante: 
Où RH2 peut être l'acide ascorbique, l'acide formique, le formaldéhyde, etc. 
À de plus fortes concentrations de H20 2, la catalase utilise deux molécules de son substrat 
selon la réaction suivante: 
2 H20 + O2 (Scandalios, 1994) 
Il semble que le «tum-over» de la catalase soit très rapide et même comparable à celui de la 
sous unité Dl du PSU (Hertwig et al., 1992). De plus, ce «tum-over» est affecté à la baisse 
en présence de facteur environnementaux tels la salinité et la température (Leipner et al., 
2000). 
4.3.3 L'acide ascorbique et l'ascorbate peroxydase 
L'acide ascorbique, communément appelé vitamine C, joue plusieurs rôles au sein de la 
cellule. Il se retrouve tant au niveau du chloroplaste, du cytoplasme, de la mitochondrie et de 
la vacuole (Horemans et al., 2000). C'est un antioxydant puissant qui réagit rapidement avec 
le radical superoxyde, l'oxygène singulet, l'ozone et le peroxyde d'hydrogène. L'acide 
ascorbique peut également accepter l'électron fmal du transport d'électrons du thylacoïde et 
ainsi éviter la formation d'ERO advenant le transfert de cet électron à une molécule 
d'oxygène. De plus, l'acide ascorbique est impliqué dans la synthèse d'un autre antioxydant 
puissant, l'ex.-tocophérol (ou vitamine E). 
Au niveau du chloroplaste, l'ascorbate peroxydase est la principale enzyme responsable de 
la détoxification du H20 2. Elle catalyse la réaction suivante: 
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2 Monodéhydroascorbate + 2 H20 
Les molécules d'acide ascorbique sont régénérées selon deux mécanismes: 
1.	 à partir du POUVOIT réducteur du NADPH sous l'activité de l'enzyme 
monodéhydroascorbate réductase 
2.	 suite à la formation de déhydroascorbate, la déhydroascorbate réductase utilise le 
pouvoir réducteur du glutathion tel qu'illustré par le cycle Halliwell-Asada (Figure 
4.3). Dans les conditions normales, l'acide ascorbique se trouve à 90 % sous sa 
forme réduite (Foyer, 1993). 
4.3.4 Le glutathion 
Le glutatillon (GSH) est un tri-peptide formé dans l'ordre des acides aminés suivants: 
l'acide glutamique, la cystéine et la glycine. Son pouvoir réducteur réside dans le 
groupement thiol (SH) de la cystéine. Le glutathion est présent au niveau du cytosol et du 
chloroplaste où il réagit avec l'oxygène singulet, l'anion superoxyde et le radical hydroxyl 
en plus d'être utilisé comme coenzyme afin d'exploiter son pouvoir réducteur. 
Les groupements thiols des acides aminés (cystéine et méthionine) sont des sites d'attaque 
des ERO. En prenant l'atome d'hydrogène du groupement thiol de la protéine, cela entraîne 
la formation d'un pont dissulfure intra ou intennoléculaire. Cette modification entraîne un 
changement de la stmcture tertiaire de la protéine et peut avoir des répercussions sur 
l'activité catalytique de l'enzyme (Mc Kersie et Leshem, 1994). 
Le glutathion agit de deux façons, soit par l'activité de la glutathion S-transférase qui 
catalyse l'échange intermoléculaire des groupements thiols entre une protéine dont les tillols 
sont oxydés et le glutathion selon le mécanisme suivant: 
P-SH + P'-SH + Y2 O2 • P-S-S-P' + H20 
P-S-S-P + GSH	 • P-SH + G-S-S-P' 
G-S-S-P' + GSH	 • P'-SH + G-S-S-G 
Où P et p, sont des protéines. 
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Ou directement en réagissant conune une peroxydase: 
-----+. G-S-S-G + 2 H20 
Afin de régénérer le glutathion réduit (GSH), sa forme oxydée est réduite sous l'action de la 
glutathion réductase qui utilise le NADPH conune coenzyme. Cette réaction fait également 
partie du cycle Halliwell-Asada (Figure 4.3). 
CYTOSOL 
( 
Dehydlo­
ascorbale 
roouclase 
Figure 4.3 Recyclage de l'acide ascorbique (ascorbate) et du glutathion dans le cycle 
d'Haliwell-Asada (Tiré de Foyer et al., 1994). 
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4.3.5 Les caroténoïdes 
Les caroténoïdes sont divisés en deux familles: les carotènes qui sont formés de 40 atomes 
de carbone et les xanthophylles qui, en plus, comportent un ou deux atomes d'oxygène. Au 
niveau du chloroplaste, les caroténoïdes, en plus de capter l'énergie lumineuse (Figure 1.5) 
protègent les photosystèmes de plusieurs façons: 
1.	 Le cycle des xanthophylles permet de dissiper l'excès d'énergie absorbée par les 
molécules de cWorophylles qui n'est pas utilisée pour le transport d'électrons 
(Demmig-Adams, 1990; Pfüdel et Bilger, 1994). 
2.	 Les caroténoïdes réagissent avec la chlorophylle triplet afin d'empêcher la 
formation d'oxygène singulet. 
3.	 Les caroténoïdes sont capables de réagir directement avec l'oxygène singulet pour 
ensuite dissiper l'énergie sous forme de chaleur. 
4.	 Les caroténoïdes réagissent avec les produits de peroxydation lipidiques au niveau 
membranaire afin de protéger les photosystèmes. 
Le déséquilibre entre les ERO et les facteurs antioxydants est provoqué par des facteurs de 
stress d'ordre naturels ou anthropiques (Lichtenthaler, 1996). Donc, lorsque les défenses 
antioxydantes ne sont plus efficaces, les dommages oxydatifs deviennent plus importants. 
Les ERO endommagent les protéines, les lipides et les acides nucléiques. Lorsque ce 
déséquilibre est trop grand, la mort cellulaire s'en suit. Cependant, avant cela, la cellule peut 
émettre une réponse à ce stress oxydatif. En effet, en réponse à un stress causé par des 
métaux lourds, la cellule végétale peut synthétiser des chélateurs tels que les 
phytochelatines, la métallothionéine et la thioredoxine (Cobbett et Goldsbrough, 2002). Les 
phytochelatines sont des petits peptides entre 5 et Il acides aminés riches en cystéine qui 
sont formés de la condensation entre l'acide glutamique et la cystéine et dont la synthèse 
implique le glutathion. Pour ce qui est des métalothionéines et des thiorédoxines, leur 
synthèse se fait de nova, à partir de leurs rnRNA. De plus, les mécanismes de chélation 
diffèrent d'un peptide à l'autre (Steffens, 1990). Or, l'augmentation de la teneur en thiols 
dans la cellule peut être associée à l'induction d'un stress oxydatif. 
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CHAPITRE V 
LA PROBLÉMATIQUE 
Les métaux lourds sont des métaux naturellement présents dans les roches et les sols dont la 
densité excède 4,5 g/cm3. Ils sont également libérés dans l'environnement par l'activité 
humaine et par l'érosion. En général, ils ne se transforment pas en d'autres éléments et, par 
conséquent, persistent dans l'environnement. Ils sont présent dans l'environnement sous 
différents états d'oxydation et de coordination qui sont directement liés à leur degré de 
toxicité (Pinto et al., 2003). Dans cette catégorie se retrouve notamment le plomb (Pb), le 
mercure (Hg), le cadmium (Cd), le zinc (Zn), le cuivre (Cu) le chrome (Cr), le nickel O\1i), 
etc. Bien que toxiques à forte concentration, le Cu et le Zn sont des micronutriments 
essentiels pour l'activité de plusieurs enzymes et font partie de molécules jouant des rôles 
clés au niveau de la photosynthèse et du transport d'électrons (Raven et al., 1999). Ils sont 
donc nécessaires aux écosystèmes globaux, ce qui n'est pas le cas du Hg, Pb et du Cd. Au 
cours de la dernière décennie, le Cd et le Hg ont suscité une attention palticulière, en raison 
de leur importante diffusion et de leur toxicité. En 1996, le cadmium était classé au septième 
rang des substances à risque selon Agency for Toxic Substances and Disease Registry et 
D.S. Environmental Protection Agency (Fayet Mumtaz, 1996). 
Le cadmium est utilisé sous forme de métal ou en liaison avec des carbonates, sulfates et 
phosphates. 11 est présent dans les combustibles fossiles, le revêtement de nombreux 
appareils ménagers mais aussi dans l'outillage, les boulons, clous et vis. 11 sert dans la 
fabrication des matières plastiques, les pneus de voiture, les batteries et l'huile de moteur. 
Dans l'agriculture, les principales sources de cadmium sont les engrais de phosphates et les 
boues d'épuration. L'utilisation du cadmium dans divers procédés industriels tels les 
manufactures de plastique, l'électroplacage, les batteries Ni-Cd, la fabrication de différents 
pigments (Alloway, 1995; Dudka et Adriano, 1997), l'industrie minière et les fonderies 
(Nriagu et Pacyna, 1988) a affecté toujours plus d'écosystèmes (Macfarlane et Buchett, 
2001). La pollution environnementale aux métaux a augmenté avec l'essor des activités 
43 
minières et industrielles à la fm du 1ge siècle (Pinto et al., 2003). Depuis, plusieurs 
problèmes liés à la toxicité se sont manifestés chez les humains. Les dommages du cadmium 
causés aux humains sont multiples et se situent notamment au niveau des reins (Buchet et 
al., 1980; Hellstrom et al., 2001), ils peuvent causer de l'osteomalacie (Nogawa et Kido, 
1993; Tsuritani et al., 1996) et le développement du cancer de la prostate (Desi et al., 1998). 
De plus, la contamination des humains au cadmium est due à la consommation d'aliments 
qui ont accumulé le métal lourd (Moir et Thomton, 1989; Lehoczky et al., 1998) et à la 
fumée de cigarette qui représente 75 % de l'apport quotidien tolérable en cadmium. Dans ce 
contexte, il devient important d'utiliser des tests de biotoxicité afm de déterminer les effets 
au niveau cellulaire. Il est ainsi possible de déterminer les effets et les impacts potentiels sur 
l'écosystème, de prévenir les dommages et d'établir les seuils de tolérance du produit 
toxique (Laube et al., 1980; Chapman et al., 1996). La capacité de certaines espèces 
végétales d'accumuler les métaux lourds par différents mécanismes cellulaires cause leur 
transfert dans la chaîne alimentaire. 
Les effets du cadmium sur les plantes se traduit par la réduction du taux de la photosynthèse, 
l'inhibition de la croissance, le brunissement des racines, la chlorose (Kahle, 1993), la 
diminution de l'apport en eau et nutriments et mène à la mort cellulaire (Di Toppi et 
Gabrielli, 1999). Les mécanismes menant à la toxicité des métaux lourds sont nébuleux 
(Faller, 2005). De façon générale, la toxicité des métaux lourds est attribuable en partie à un 
stress oxydatif des systèmes cellulaires (Quinlan et al., 1988; Robinson et al., 1994; 
Okamoto et Colepicolo, 1998; Adonaylo et Oteiza, 1999; Wang et Shi, 2001). Ce stress 
oxydatif crée des dommages non spécifiques aux protéines, aux lipides et autres 
biomolécules (Stohs et al., 2000; Schützendübel et al., 2001). Donc, les effets du cadmium 
au niveau cellulaire sont multiples: il défait les ponts disulfure, altère la structure des 
protéines, change l'état d'oxydoréduction de la cellule, interfère dans l'apport d'ions 
métalliques essentiels, affecte le transport et le métabolisme (Brennan et Schiestl, 1996; 
Chaoui et al., 1997; Ouariti et al.,1997; Nies, 1999; Sandalio et al., 2001). Ces effets ont des 
conséquences sur la concentration de chlorophylle, sa biosynthèse et la photosynthèse. Le 
cadmium à des effets tant du côté oxydant que réducteur du photosystème II et il affecte tant 
le transport d'électrons que les protéines de l'appareil photosynthétique. 
44 
La disponibilité des nutriments, notamment les sources d'azote, augmente de façon 
dramatique l'habilité des algues d'accumuler les métaux lourds (Wang et Dei, 200la,b) 
suggérant ainsi l'augmentation de métaux lourds entrant dans la chaîne alimentaire à 
proximité des terres agricoles enrichies par les engrais. Ainsi, durant les dernières années, il 
s'est développé des méthodes de bioremédiation afm de contrôler la concentration de 
polluant dans les eaux. Ces techniques utilisent des espèces biologiques (algues, plantes ou 
microorganismes) qui ont la capacité d'accumuler certains métaux, à différents degrés de 
tolérance (Cerventes et al., 2001; Jordanova et al., 1999). Donc, les végétaux ont des 
moyens de défenses en réponse à l'exposition aux métaux lourds. D'abord, la paroi 
cellulaire possède des sites chargés négativement qui ont une haute affmité pour les cations 
métalliques (Collard et Matagne, 1990) et elle représente la première protection contre les 
métaux lourds. Bien que la composition de la paroi cellulaire varie d'une espèce végétale à 
l'autre, eUe comporte de 25 à 30 % de cellulose, 15-25 % d'hémicellulose, 35 % de pectines 
et 5-10 % de glycoprotéines (Wang et Evangelou, 1995). La paroi cellulaire de l'algue verte 
Chlamydomonas ne contient pas de cellulose mais est riche en glycoprotéines (Voigt, 1988). 
En fait, ce sont les groupements anioniques abondants des fonctions de type acide 
carboxylique contenues dans les pectines et les glycoprotéines qui ont une forte afftnité pour 
les ions métalliques (Crist et al., 1994; Haynes, 1980). II semble que les pectines de la paroi 
cellulaire soient responsables de 70 à 90 % de la capacité des échanges cationiques tandis 
que les glycoprotéines interviennent pour 10 à 30 % (Macfie et Welboum, 2000). Malgré 
cette première défense, les ions métalliques se retrouvent dans les plantes et cellules 
végétales car ils utilisent les canaux calciques, des canaux de la famille ZlP (zrt-irt like­
protein) et des transporteurs de métaux divalents (DMT) (Rosakis et Kaster, 2003). Au 
niveau intracellulaire, les phytochelatines, de petits peptides riches en groupements thiols, 
ont été montrées comme les meilleurs chélateurs d'ions métalliques et responsables de la 
séquestration de plus de 70 % du cadmium intracellulaire (Hu et al., 2001). De plus, des 
métaux lourds tels le mercure et le cadmium induisent la transcription de gènes menant à 
l'expression de thioredoxines, protéines impliquées dans la détoxification cellulaire 
(Lemaire et al., 1999; Lemaire et al., 2002). Il faut également mentionner l'importance du 
glutathion, un tripeptide représentant la source majeure de thiols réduits et qui joue un rôle 
important lors de stress oxydatif. Un autre mécanisme que les plantes et algues utilisent pour 
la détoxification des métaux lourds repose sur la production de proline (Delauney et Verma, 
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1993; Schat et al., 1997; Shah et Dubey, 1998; Mehta et Gaur, 1999; Verma, 1999). Bien 
que le mécanisme ne soit pas clairement défIni, l'accumulation de proline chez les espèces 
végétales stressées aux ions métalliques est associée à la réduction des dommages aux 
membranes et aux protéines (Alia et al., 1997; Shah et Dubey, 1998, Verma, 1999). De plus, 
d'autres petites molécules telles l'acide ascorbique et les caroténoïdes jouent un rôle 
important dans la régulation du stress oxydatif. 
AfIn d'étudier les effets du cadmium au niveau de la photosynthèse, du transport d'électrons 
et de la biosynthèse de la chlorophylle, le bioindicateur choisi fut l'algue verte unicellulaire 
Chlamydomonas reinhardtii. Il s'agit d'une espèce végétale qui est intensément utilisée pour 
la recherche des procédés physiologiques tels la photosynthèse, la respiration, l'assimilation 
des nutriments et la motilité flagellaire. Elle a une taille d'environ 10 Ilm, possède 17 
chromosomes, un seul chloroplaste et deux flagelles. C'est une algue qui possède un petit 
cycle de vie et qui est facile à manipuler, ce qui en fait un outil important pour les études du 
génome. En effet, depuis une quinzaine d'années de nombreuses technologies moléculaires 
ont été appliquées à Chlamydomonas. De plus, les développements avec le projet génomique 
de cette algue fait en sorte qu'elle offre tous les outils nécessaires à la recherche sur la 
compréhension de la toxicité et les phénomènes de tolérances aux ions métalliques. 
Plusieurs souches mutantes sont disponibles ce qui confère à cette algue certaines 
particularités. En effet, il est possible d'obtenir des souches résistantes à certains métaux 
lourds ou certains herbicides, dépourvues de certaines enzymes tel que la 
protochlorophyllide oxydoréductase ou manquant certains composants, telle que la paroi 
cellulaire. 
Les objectifs de cette étude étaient, dans un premier temps, d'évaluer les effets du cadmium 
sur l'activité photosynthètique de l'algue Chlamydomonas reinhardtii. De plus, les mutants 
de cette algue verte ont permis d'évaluer le rôle de la paroi cellulaire sur la toxicité du 
cadmium et d'évaluer les effets sur la biosynthèse de la cWorophylle et la formation de 
photosystèmes actifs. Les mutants utilisés furent, d'une part, dépourvus de paroi cellulaire, 
et d'autre part, incapables de synthétiser la cWorophylle à l'obscurité. La cytométrie de flux, 
la fluorescence cWorophyllienne et la fluorescence des pigments à basse température (77°K) 
ont été les approches utilisées. 
CHAPITRE VI 
MATÉRIELS ET MÉTHODES 
6.1 Le matériel biologique 
L'espèce végétale utilisée était Chlamydomonas reinhardtii (Figure 6.1), une algue verte 
unicellulaire de la famille des chlorophyceae. Il existe près de 600 espèces de cette algue 
provenant de différents environnements aquatiques (eaux marines et douces). Ces cellules se 
divisent selon 2 types de cycles, sexué et asexué. Le noyau contient 17 chromosomes et 
forme un génome de 100 millions de paires de bases. Il est situé au centre de la cellule et il 
est entouré par l'unique chloroplaste en forme de croissant de lune. La cellule contient 
également un seul pyrenoïde contenant l'amidon produit par la photosynthèse. De plus, 
l'organisation des complexes pigments-protéines de l'appareil photosynthétique de 
Chlamydomonas reinhardtii est très similaire à celui de plantes supérieures (Harris, 1989). 
Toutes les souches utilisées dans ce travail proviennent du «Chlamydomonas Genetic 
Center» de l'Université Duke en Caroline du Nord. 
Figure 6.1 Image microscopique de l'algue unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii. 
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6.2 Les effets des ions de cadmium sur la croissance et l'activité photosynthétique 
6.2.1 Les conditions de culture 
L'algue verte Chlamydomonas reinhardtii de type sauvage (CC-125 WT mt+) et mutante 
dépourvue de paroi cellulaire (CC-400 CWI5 mt+) ont été cultivées dans un Erlenmeyer de 
2 L contenant un litre de milieu «high salt» modifié (HSM) (Tableau 6.1) (Sueoka, 1967), 
dont le pH est 6,84 à une température de 28 ± 1°C et sous une illumination constante de 100 
!J.moles de photons m-2 sol (Sylvania Grolux). Ces cultures cellulaires sur plaque agitatrice 
étaient continuellement aérées via une pompe d'aquarium (Hagen, Maxima) munie de filtres 
à seringues (Millipores) aux extrémités afin de fournir aux algues une concentration de CO2 
optimale de façon stérile. En vue d'une constance dans la qualité du matériel biologique, ces 
cultures mères étaient renouvelées deux fois par semaine en utilisant une densité cellulaire 
de départ de 3 x 105 cellules par millilitre. Cette densité cellulaire était déterminée à l'aide 
d'un hémacytomètre et de la turbidité du milieu évaluée par la densité optique à 750 nm 
(Harris, 1989). Puisque la souche de type sauvage est une cellule flagellée, nous avions 
recours à la fixation par l'éthanol afin de pouvoir compter adéquatement le nombre de 
cellules sur l'hémacytomètre. De plus, les cellules étaient régulièrement cultivées sur des 
milieux gélosés contenant 1,7% d'agar-agar (Anachemia, USA) et une colonie était 
ensemencée afin de s'assurer de la stérilité du matériel biologique. 
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Tableau 6.1 Concentration des nutriments dans le milieu HSM. 
Concentration 
Composés chimiques (M) 
l'JH4CI 4.67 X 10'0 
K2HP04 8.27 X 10'0 
KH 2 P04 5.44 X 10-
0 
4.06 X 10':>MgS04·7H2O 
3.40 X 10-:>CaCI2 
3.85 X 10-t>MnCI2 · 4H 2O 
9.85 X 10'1FeC13·6H20 
Na2EDTA.2H2O 7.35x10·
r 
H3B03 3.00 X 10·
tl 
Na2Mo04 ·2H2O 3.00 X 10·
tl 
2.41 X 1O.tlZnCI2 
1.09 X lO-tl CoCI2·6H2O 
7.04 X 10'CuC\2·2H20 
6.2.2 Traitements au chlorure de cadmium (CdCh) 
Afm de s'assurer d'une constance dans les conditions de traitement des algues, la densité 
cellulaire et la concentration en chlorophylle totale de la culture mère étaient contrôlées. Des 
échantillons d'algues étaient prélevés dans leur phase exponentielle de croissance 
représentant une densité cellulaire de 3 x 106 cellules/mL et une concentration en 
chlorophylle totale de 4 ~g1mL. Le dosage de la chlorophylle se faisait par extraction dans le 
méthanol selon la méthode de Lichtenthaler (1987) : trois échantillons d'un mL de la culture 
mère étaient centrifugés à 100 g pendant 10 min à 4°C. Les culots était alors resuspendus 
dans 2,5 mL de méthanol 100% et mis dans un bain-marie à 65°C. Ensuite, les échantillons 
étaient refroidis à température de la pièce pendant cinq minutes et centrifugés selon les 
mêmes modalités que précéderrunent. La densité optique du surnageant était évaluée à 652,6 
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et 665,2 nm (Spectrophotomètre Lambda40, Perkin Elmer, USA) et la concentration de 
chlorophylle totale en ~glmL était calculée selon l'équation suivante: 
Chltotale = (24,93 X A652,4 + 1,44 x A665 ,2) x 5/2 (Lichtenthaler, 1987) 
Le milieu de traitement est constitué du milieu de culture, des concentrations de CdCh et 
d'algues provenant de la culture mère pour un volume fmal de 100 ml dans un erlenmeyer 
de 250 ml. Or, la biomasse de départ est d'environ 5 x 105 cellules/mL ce qui correspond à 
8 /-lg de chlorophylle totale et un volume de la culture mère d'environ 1,7 ml lorsque l'état 
optimal est atteint. Les concentrations testées de CdCh varient entre °et 25 /-lM (0, 5, 10, 15 
et 25 /-lM). Les traitements sont préparés à partir d'une solution stock de 1 mM de CdCh 
dissout dans l'eau nanopure. Durant cette période (48 h), la variation du pH est négligeable 
et passait de 6,84 à 6,88. Les conditions de traitement (température et luminosité) ont été 
similaires à celles de la culture mère. Les échantillons d'algues ont été exposés aux effets 
toxiques du cadmium pendant 24 et 48 heures. La biomasse et le taux de viabilité cellulaire 
ont été déterminés par cytométrie de flux. Par la suite, l'activité photosynthétique a été 
évaluée selon une méthode mesurant la fluorescence chlorophyllienne. 
6.2.3 La cytométrie de flux 
Différents paramètres comme la taille, la granulosité des cellules et l'émission de 
fluorescence ont été évalués à partir d'un FacScan (Becton Dickinson Instruments). Ce 
cytomètre comporte un laser à argon qui excite à une longueur d'onde de 488 nm et mesure 
l'émission de la fluorescence cellulaire par trois canaux. La fluorescence verte est évaluée à 
530 nm au canal FLl, la fluorescence jaune est évaluée à 575 nm au canal FL2 et 
finalement, la fluorescence rouge est évaluée à 650 nm au canal FL3. La fluorescence émise 
peut être intrinsèque à la cellule (auto fluorescence) ou bien émise via un marqueur 
fluorescent. L'acquisition et l'analyse des résultats se fait par le logiciel CellQuest. 
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Le compte cellulaire 
Le dénombrement cellulaire a été effectué selon la méthode de Robins et Bedo (1994) qui 
utilise des microbilles fluorescentes comme standard interne. Ainsi, pour 190 JlL de chaque 
échantillon est ajouté 10 JlL de billes fluorescentes (Microspheres, USA) dont la 
concentration initiale est de 2 x 106 billes/mL. Il est possible d'évaluer la concentration 
cellulaire des échantillons en tenant compte du pourcentage de billes et d'algues, donné par 
le cytomètre, selon l'équation suivante: 
Calgues = (% algues/ % billes) x CBilles 
La viabilité cellulaire 
Cette technique utilise le marqueur de viabilité 5-chlorométhylfluoresceine diacétate 
(CMFDA, Molecular Probes, USA). Cette molécule a la propriété de diffuser librement à 
travers la membrane des cellules. Une fois à l'intérieur de la cellule, les estérases non 
spécifiques qui sont fonctionnelles cliveront la fonction ester de la molécule, ce qui rendra le 
composé fluorescent. Par la suite, la fonction chlorométhyl du CMFDA réagira avec les 
groupements thiols libres intracellulaires, notamment le glutathion (Figure 6.2). Les 
modalités d'utilisation fournies par le fabriquant ont été utilisées et préconisent une 
concentration [male de 10 JlM du marqueur de viabilité. Or, un volume de 10 JlL de la 
solution stock (200 JlM) dissoute dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) est ajouté à 190 JlL de 
l'échantillon. Un temps d'incubation de 30 minutes à l'obscurité est nécessaire à la réaction. 
Il est alors possible de distinguer la proportion de cellules viables puisque les cellules mortes 
ne possèdent aucune activité estérase. De plus, le marqueur de fluorescence CMFDA 
n'interfère pas avec l'auto fluorescence cellulaire. En effet, le marqueur fluoresce dans le 
vert et est capté par le canal FL 1 tandis que la fluorescence chlorophyllienne est rouge et est 
captée par le canal FU. 
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Figure 6.2 Réaction moléculaire du CMFDA avec les estérases et les groupements thiols 
protéiques. L'ordre des réactions peut être inversé. 
6.2.4 La fluorescence chlorophyllienne 
Le Plant Efficiency Analyser (PEA) (Hansatech Ltd, King's Lynn, Norfolk, Royaume-Unis) 
est composé de diodes électroluminescentes (LED) qui émettent à une longueur d'onde de 
650 om. La fluorescence induite par la lumière d'excitation est enregistrée toutes les 10 ~s. 
Avant d'effectuer les mesures de fluorescence, les échantillons ont été adaptés 20 minutes à 
l'obscurité pour que les transporteurs d'électrons soient dans leurs états oxydés. De plus, la 
concentration de chlorophylle est mesurée telle que décrit précédemment. Si la 
concentration de chlorophylle de l'échantillon est trop faible (inférieure à 4 ~g/mL), les 
cellules sont concentrées par centrifugation et le facteur de concentration est pris en compte 
dans l'équation de Lichtenthaler (1987). Ensuite, un volume correspondant à 5 Ilg de 
chlorophylle est filtré (Millipore, Fisher Scientifics, #AP200 1300). Le filtre est placé dans le 
porte échantillon de l'appareil. Un flash lumineux saturant d'une intensité de 1500 Ilmoles 
de photons m-z S·I est appliqué pendant 6 sec et la fluorescence émise par l'échantillon est 
enregistrée à une longueur d'onde de 690 om. 
Les spectres sont ensuite normalisés au point 0 de la cinétique rapide, soit après 50 ilS 
d'exposition au flash lumineux, ce qui correspond à la fluorescence de base de la 
chlorophylle. Les transitions JIP sont estimées aux temps respectifs de 2, 30 et 300 ms 
d'exposition au flash saturant (Strasser et al., 1999). À partir des niveaux de fluorescence 
mesurés à ces transitions, différents paramètres liés à l'activité de l'appareil 
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photosynthétique sont calculés. Il s'agit du rendement photochimique (<!>PSII), de la taille des 
antennes collectrices de lumière (ABS/CR), de la taille du «pool» de plastoquinones (qPQ) 
et du «quenching» associé au gradient de protons de la membrane du thylacoïde (qEm"J 
(Strasser et al., 1999; Krüger et al., 1997). 
6.3 Les effets des ions de cadmium sur la biosynthèse de la chlorophylle et la formation des 
photosystèmes 
L'algue Chlamydomonas reinhardtii de type mutant (CC-1168 yI mt+) possède une délétion 
au niveau nucléaire qui empêche la biosynthèse de la chlorophylle via l'enzyme POR 
indépendante de la lumière. Cette mutation mène au phénotype conununément appelé 
«yellow in the dark». Ainsi, l'algue se comporte comme une plante supérieure à l'obscurité 
et elle sera étiolée. C'est-à-dire qu'elle accumulera la PChlide à l'obscurité et synthétisera la 
chlorophylle lorsqu'elle sera exposée à la lumière. Cette algue a besoin de conditions 
particulières de croissance. Puisque le processus de photosynthèse n'a pas lieu, l'algue doit 
utiliser une source de carbone alternative dans le milieu nutritif. 
6.3.1 Les conditions de culture 
Les conditions de la culture mère sont spécifiques. Dans ce travail, le milieu Tris-acétate­
phosphate (TAP) était utilisé et sa source de carbone majeure est l'acétate (Tableau 6.2) 
2(Harris, 1989). L'intensité lumineuse ambiante est de 0,5 flmole de photons m- S-l. En effet, 
les cellules ne sont pas à l'obscurité complète car il a été montré que tant la lumière que 
l'obscurité favorisent l'apparition de cellules révertantes (Figure 6.3a) (Wang, 1979). Donc, 
cette faible intensité lumineuse a été établie comme optimale puisque la biosynthèse de la 
chlorophylle et le taux de réversion sont faibles. De plus, afin de conserver la qualité 
optimale de l'algue mutante, une dilution quotidienne est requise. Ainsi, chaque jour, la 
densité cellulaire est ramenée à 1 x 106 cellules/mL à l'aide d'un compte cellulaire sur 
hémacytomètre (Figure 2.3b) (Wang, 1979). Cette culture mère est alors utilisée pour les 
traitements. Tout d'abord, afm de faire augmenter le ratio PChlide/Chlide, les algues sont 
mises à l'obscurité pour une période de six jours avec des dilutions quotidiennes. Ces 
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dilutions ont pour effet de diminuer le nombre de cellules ayant été en contact avec la 
lumière de faible intensité. En plus de diminuer le taux de Chlide, l'absence de lumière 
favorise l'accumulation de PChlide puisque la seule enzyme POR fonctionnelle nécessite la 
lumière. Donc, après six jours, l'augmentation du ratio PChlide/Chlide est un bon signe de 
l'obtention de cellules étiolées (Figure 6.4). Il est à noter que toutes les manipulations des 
cellules de cette souche se font sous une lumière verte de faible intensité puisque cette 
lumière ne favorise pas la phototransfonnation de PChlide en Chlide par l'enzyme POR. 
Tableau 6.2 Concentrations des nutriments présents dans le milieu TAP. 
Concentration 
Composés chimiques (M) 
TRIS 2.00 x 10-2 
1.72 x 10-2CH3COOH 
~CI 6.72 x 10-3 
5.75x 10-4K2HP04 
4.06 x 10-4MgS04·7H2O 
KH2P04 4.05 X 10-4 
3.40 x 10-4CaCI2·2H2O 
H3B03 1.80 X 10-4 
1.30 x 10-4Na2EDTA 
7.60 x 10-5 ZnS04·7H20 
2.50 X 10-5 MnCI2· 4H2O 
1.80 x 10-5 FeS04·7H20 
(NH4)6Mo7024.4H20 8.9x 10-
6 
CoCI2·6H2O 6.67 x 10-
6 
6.29 x 10-6CuS04·5H20 
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Figure 6.3 Conditions de culture de Chlamydomonas reinhardtii y-l : (A) viabilité et degré 
de réversion du phénotype lorsque cultivé à 0,5 Ilmole de photons m-2 S-I (cercles) et à 
l'obscurité (triangles); (B) Dilution quotidienne des cellules dans le milieu TAP liquide 
lorqu'elles sont cultivées à 0,5 Jlfnole de photons m-2 S-I (cercles pleins) et à l'obscurité 
(cercles vides) (Tiré de Wang 1978). 
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Figure 6.4 Augmentation du ratio PChlide-F633/ Chlide-F678 selon la durée de présence à 
l'obscurité pour les cellules Chlamydomonas reinhardtii (CC-1168 yI). Normalisé à 633 
nm. 
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6.3.2 Les traitements au chlorure de cadmium 
Un traitement aigu, soit une plus forte concentration mais un temps d'exposition court, est 
de mise afm d'atténuer les risques de diminution de la biomasse. Ainsi, après six jours à 
l'obscurité, les cellules sont divisées en deux échantillons et un seul sera mis en présence de 
100 llM de CdCI2 pendant six heures. L'autre échantillon sert de témoin. 
6.3.3 Détermination des effets du CdCI2 sur la phototransformation de PChlide 
La fluorescence des pigments à nOK est la méthode la plus répandue afm d'évaluer 
l'activité de photoconversion de PChlide en Chlide via l'activité enzymatique de POR. Pour 
ce faire, les algues ont été concentrées à 1 x 107 cellules/mL afm d'obtenir un signal de 
fluorescence adéquat. Par la suite, du sorbitol était ajouté pour une concentration finale de 
0,3 M afm de prévenir la sédimentation des cellules en suspension. Des aliquotes étaient 
prélevés et mis dans une tige de velTe d'une circonférence de 1,4 mm. Les tiges étaient 
ensuite exposées à la lumière (100 !J.moles de photons m· 2 S·l) pour diverses périodes de 
temps (0,30,60,90, 120 et 180 s). Immédiatement à la fin du temps d'exposition, les tiges 
ont été submergées darIS l'azote liquide ce qui met un terme à toute activité enzymatique. 
Pour la formation des photosystèmes, les temps d'expositions à la lumière sont plus longs 
soit de 30 minutes à 4 heures. C'est pourquoi les cellules étaient d'abord centrifugées et 
resolubilisées dans un milieu frais avant d'être exposées à la lumière (100 !J.moles de 
photons m'2 S'l). Le temps d'exposition échu, les cellules étaient centrifugées et concentrées 
à 1 x 107 cellules/mL et le sorbitol a été ajouté à une concentration finale de 0,3 M. Les 
aliquotes ont ensuite été déposés dans une tige de velTe et mis dans l'azote liquide jusqu'au 
moment d'effectuer les mesures spectroscopiques. 
6.3.4 Les spectres de fluorescence 
Afin de mesurer l'émission de fluorescence à nOK, les tiges de velTe contenant les 
échantillons étaient placées dans une cellule analytique et immergées dans l'azote liquide. 
Les spectres d'émission de fluorescence étaient enregistrés entre 600 et 750 nm en utilisant 
un spectromètre à luminescence équipé d'une chambre à basse température (LS 50-B, 
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Perkin Elmer, Norwalk, USA). Afm de diminuer l'effet des rayons lumineux non souhaités, 
un filtre vert limitait les rayons lumineux de la fenêtre d'excitation CÀ < 580 nm, Oriel 
59070, Stratford, USA) et un filtre rouge placé dans la fenêtre d'émission limitait les rayons 
lumineux émis (À> 600 nm, Oriel 59512, Stratford, USA). La longueur d'onde d'excitation 
était de 436 run et la vitesse du spectre était de 50 run!min en utilisant la moyenne de sept 
scans. 
Pour ce qui est des statistiques, le nombre de répétitions a été indiqué pour chaque figure ou 
tableau. À moins d'avis contraire, les résultats sont présentés en pourcentage par rapport au 
témoin. De plus, les écarts types sont présentés en pourcentage (% CV). 
CHAPITRE VII
 
RÉSULTATS & DISCUSSIONS
 
7.1 Effets des ions cadmium sur la densité et la viabilité cellulaire 
7.1.1 Effets inhibiteurs des ions cadmium sur la division cellulaire.
 
Dans cette partie, les effets du CdCh sur la croissance et la viabilité cellulaire de l'algue
 
Chlamydomonas reinhardtii après 24 et 48 heures de traitement seront présentés. De plus, 
l'effet de l'absence de la paroi cellulaire sur la toxicité de ce métal lourd sera discuté. 
Lorsque C. reinhardtii a été exposée à l'effet du CdCh, la densité cellulaire a diminué par 
rapport au témoin en fonction de la concentration et du temps d'exposition. Pour les cellules 
de type sauvage (CC-125), la densité cellulaire a diminuée de 15 % par rapport au témoin 
pour la plus grande concentration testée de CdCI2 (25 J.lM) après 24 h de traitement (Figure 
7.1A). Cette diminution de la densité cellulaire atteint 39 % après 48 heures en présence de 
la même concentration d'ions cadmium. Il semble y avoir une diminution plus importante 
entre 10 et 15 !lM alors que la densité cellulaire diminue de 20 %. Pour ce qui est de la 
souche mutante dépourvue de paroi cellulaire, la diminution de la densité cellulaire est 
nettement plus importante (Figure 7.1 B). En effet, cette diminution est de 34 % par rapport à 
l'échantillon témoin après 24 heures de traitement à 25 J.lM de CdCI2• Bien que la tendance 
entre les deux souches cellulaires soit comparable à plus faibles concentrations après 24 
heures, l'effet des concentrations 15 et 25 J.lM est plus grande chez les cellules mutantes 
dépourvues de paroi cellulaire. D'un autre côté, après un temps d'exposition de 48 heures, 
les effets sur la densité cellulaire sont beaucoup plus importants chez la cellule mutante, peu 
importe la concentration d'ions cadmium. Ainsi, la diminution de 4 % de la densité 
cellulaire de la souche de type sauvage par rapport à son témoin est négligeable face à celle 
de 23 % subie par les cellules mutantes pour une concentration de 10 !lM de CdCh. Cette 
diminution de la densité cellulaire de la souche mutante atteint plus de 70 % à la plus forte 
concentration à l'étude, soit 25 !lM. 
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Figure 7.1 Effet toxique du chlorure de cadmium sur la densité cellulaire de 
Chlamydomonas reinhardtii de type sauvage (CC-125) (A) et mutante dépourvue de paroi 
cellulaire (CC-400) (B) après 24 et 48 heures (n=3). 
7.1.2 Effet toxique des ions cadmium sur la viabilité cellulaire 
Le marqueur de viabilité Green-CMFDA (Molecular Probes, USA) a été utilisé pour évaluer 
la population de cellules viables dans les échantillons par cytométrie de flux. Pour ce qui est 
des cellules de type sauvage, le taux de viabilité est stable entre 5 et 25 IlM d'ions cadmium 
(Figure 7.2A). En effet, le degré de viabilité cellulaire demeure à environ 90 % de la valeur 
du témoin pour ces concentrations après 24 heures de traitement. Suite à lill temps 
d'exposition de 48 heures, il y a lille légère tendance décroissante du niveau de viabilité 
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cellulaire en fonction de la concentration en chlorure de cadmium. Ainsi, à la plus forte 
concentration, 25 IlM, les cellules viables représentent 75 % des cellules viables du témoin. 
Pour les cellules mutantes sans paroi cellulaire, il y a W1e plus forte diminution du taux de 
viabilité cellulaire pour les mêmes concentrations d'ions cadmium (Figure 7.2B). En effet, il 
y a W1e diminution constante du niveau de viabilité cellulaire en fonction de la 
concentration. Après 24 heures, pour 10 IlM de CdC}z, il y a W1e baisse de 25 % du niveau 
de viabilité cellulaire. Au même temps d'exposition, la diminution atteint 40 % pour W1e 
concentration de 25 IlM d'ions cadmium. Qui plus est, la diminution de cette viabilité 
s'intensifie après 48 heures en présence de ce xénobiotique. Ainsi, pour la plus faible 
concentration à l'étude, 5 !J.M, il résulte W1e diminution de 30 % par rapport au témoin. 
Cette inhibition de la viabilité cellulaire après 48 heures atteint près de 80 % pour la plus 
forte concentration d'ions cadmium à l'étude, soit 25 IlM. 
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Figure 7.2 Effet tox.ique du chlorure de cadmium sur la viabilité cellulaire de l'algue 
Chlamydomonas reinhardtii de type sauvage (A) et de type mutante dépourvue de paroi 
cellulaire (B) après 24 et 48 heures de traitement (n=3). 
7.1.3 Effet des ions cadmium sur l'induction des groupements tillols intracellulaires. 
En plus de la viabilité cellulaire, le marqueur Green-CMFDA permet l'évaluation de la 
présence de groupements thiols intracellulaires. Ainsi, plus la cellule viable possède des 
groupements thiols, plus elle est en mesure de conserver la molécule fluorescente au niveau 
intracellulaire. En effet, le lien de la molécule fluorescente avec une protéine l'empêche de 
sortir de la cellule en diffusant à travers la membrane vers le milieu extracellulaire. Or, il ya 
un lien direct entre l'intensité de fluorescence et la proportion de ces groupements thiols 
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intracellulaires ce qui se traduit par un plus grand déplacement des cellules viables sur l'axe 
du canal de la fluorescence verte, le canal FLl. 
On peut constater que l'effet des ions cadmium sur la présence de groupements thiols après 
24 heures de traitement est semblable pour les cellules de type sauvage (Figure 7.3A) et 
mutante (Figure 7.3B). Le niveau de groupements thiols diminue de près de 20 % en 
présence de 25 ~M d'ions cadmium pour les deux souches cellulaires après 24 heures 
d'exposition. Cependant, le niveau de groupements thiols augmente de 150 % après un 
temps d'exposition de 48 heures pour les deux souches de Chlamydomonas reinhardtii. 
Ainsi, le niveau de ce groupement fonctionnel, attribuable aux protéines et petits peptides, 
augmente de près de 2,5 fois par rapport à celui du témoin pour les deux souches cellulaires 
à la plus forte concentration. La concentration de groupements thiols pour la souche mutante 
dépourvue de paroi cellulaire est plus grande que pour la souche sauvage aux plus faibles 
concentrations. Ainsi, pour une concentration de l 0 ~M de CdCI2, le niveau de thiols est 
près de 150 % pour la souche de type sauvage alors qu'il atteint 185 % pour les cellules 
mutantes par rapport à leur témoin respectif. 
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Figure 7.3 Variation des groupements thiols intracellulaires chez Chlamydomonas 
reinhard/ii de type sauvage (A) et mutante dépourvue de paroi cellulaire (B) en réponse à 
l'exposition au chlorure de cadmium après 24 et 48 heures de traitement (n=3). 
7.1.4 Discussion sur les effets des ions cadmium sur la densité et la viabilité cellulaire 
À ce jour, plusieurs publications relatent l'effet des métaux lourds sur la croissance 
d'espèces végétaux. D'autres informent sur les effets du cadmium sur la croissance de 
diverses espèces telles Scenedesmus acu/us (Torricelli et al., 2004; Prasad et al., 1998). 
Chez Chlamydomonas reinhard/ii, cette diminution de la croissance est probablement 
associée au fait que l'assimilation de njtrate diminue de près de 20% en présence de 
différents métaux lourds (MosuJén et al., 2003). Les résultats indiquent que la paroi 
cellulaire joue un rôle important dans la toxicité du cadmium en contrôlant son absorption 
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dans le système cellulaire. Il a été rapporté que la présence de la paroi cellulaire favorise 
l'adsorption de trois à cinq fois plus d'ions métalliques chez Chlamydomonas reinhardtii 
(Kola et al., 2004; Macfie et Welboum, 2000). Cette adsorption est due à la présence de 
groupements qui chélatent les cations à la surface de la paroi cellulaire. Plus il y a d'ions 
cadmium qui sont contenus à la surface de la cellule, moins grande est la concentration 
intracellulaire de ce xénobiotique. D'où la toxicité accrue au niveau du mutant sans paroi 
cellulaire et la diminution de la prolifération par rapport à la souche de type sauvage pour les 
mêmes concentrations et temps d'exposition. 
Selon Watanabe et al. (2003), l'augmentation du niveau de thiols solubles s'explique du fait 
qu'i! y ait W1 lien direct entre la concentration d'ions cadmium et la formation d'espèces 
réactives de l'oxygène, probablement le peroxyde d'hydrogène. Cependant, la diminution de 
la présence de groupements thiols de 20% après 24 heures pourrait être en lien avec 
l'augmentation de la concentration d'espèces réactives de l'oxygène au niveau cellulaire. En 
effet, la cellule utilise les thiols pour se défendre contre les métaux lourds. Cette diminution 
de groupements thiols libres reflète un déséquilibre de l'état d'oxydoréduction 
intracellulaire. D'un autre côté, l'importante augmentation du niveau de groupement thiols 
intracellulaires après 48 heures est l'élément de réponse au stress oxydatif que subit la 
cellule. Cette réponse physiologique est attribuable à l'augmentation de la synthèse de petits 
peptides riches en cystéine tels le glutathion et les diverses phytochelatines en présence de 
cadmium (Coppellotti, 1989; Mendoza-Cozalt et al., 2002; Torrielli et al., 2004). D'un autre 
côté, il semble que la synthèse de plus grosses protéines riches en cystéines telles la 
thiorédoxine et la métallothionéine soit en lien avec l'expression des gènes (Lemaire et al., 
1999; Lemaire et al., 2002). Bien que le mécanisme de cette réponse cellulaire ne soit pas 
clairement défmi, il semble que les groupements thiols constituent le moyen de défense le 
plus utilisé face au stress oxydatif en présence de métaux lourds. Ces peptides riches en 
groupement thiols chélatent et séquestrent les ions métalliques. Ceci a pour effet de 
diminuer le niveau d'ions métalliques libres responsables de la toxicité cellulaire. 
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7.2 Effets des ions cadmium sur les cinétiques de fluorescence chlorophyllienne 
7.2.1 Les changements des cinétiques rapides en présence des ions cadmium 
La fluorescence chlorophyllienne est un excellent biomarqueur et elle nous informe des 
changements de l'activité photosynthétique. Ces changements dans la cinétique de 
fluorescence sont induits lorsque l'espèce végétale est exposée aux effets de xénobiotiques 
ou à différents stress environnementaux. Dans notre étude, la fluorescence chlorophyllienne 
a été utilisée afin d'évaluer la toxicité du cadmium sur l'activité photosynthétique de l'algue 
Chlamydomonas reinhardtii. Cet outil nous a également permis d'évaluer l'effet de la 
présence de la paroi cellulaire contre l'entrée et la toxicité des ions cadmium dans la cellule. 
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Figure 7.4 Changements dans les transitions rapides de la fluorescence chlorophyllienne 
pour l'algue Chlamydomonas reinhardtii de type sauvage (CC-12S) exposée au chlorure de 
cadmium pour une durée de A) 24 et B) 48 heures (n=3). 
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Figure 7.5 Changements dans les transitions rapides de la fluorescence chlorophyllienne 
pour j'algue Ch/amydomonas reinhardtii de type mutant dépourvue de paroi cellulaire (CC­
400) exposée au chlorure de cadmium pour une durée de A) 24 et B) 48 heures (n=3). 
On peut constater qu'il y a une dépendance entre l'inhibition induite par différentes 
concentrations de cadmium et la baisse du niveau de fluorescence pour les cellules de type 
sauvage (Figure 7.4). Cette diminution de la fluorescence est une conséquence de 
l'inhibition de la photochimie du PSU des algues. Ces cinétiques indiquent que les ions du 
cadmium ont un effet sur le transport d'électrons du photosystème II au niveau du complexe 
de dégagement d'oxygène. Un élément important des cinétiques est qu'elles conservent 
toujours la même allure malgré la diminution du niveau de fluorescence induite. Ainsi, la 
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diminution de l'activité photochimique du PSU est directement liée à l'inactivation des 
centres réactionnels (Lazar, 2006). 
Dans notre étude, nous avons comparé l'effet de la paroi cellulaire sur l'induction de toxicité 
du cadmium chez l'espèce Chlamydomonas reinhardtii. Nous avons pu constater que le 
mutant de cette algue sans paroi cellulaire est plus sensible à l'effet toxique du cadmium 
(Figure 7.5). L'activité du PSU, indiquée par le rendement de fluorescence au niveau de la 
transition P, est plus rapidement inhibée pour les cellules sans paroi cellulaire comparé à 
l'algue de type sauvage. Ainsi, après 24 heures, une concentration de 5 ~M de cadmium a 
un effet important sur l'activité photosynthétique du PSU. Nous pouvons constater que le 
niveau de fluorescence diminue en fonction de la concentration et du temps de traitement. 
Cependant, la forme des cinétiques de fluorescence chlorophyllienne demeure inchangée 
pour toutes les concentrations et temps d'expositions au cadmium. À partir de ces cinétiques 
de fluorescence chlorophyllienne, nous avons utilisé les paramètres de la fluorescence 
chlorophyllienne afm d'évaluer les mécanismes de toxicité des ions cadmium. 
7.2.2 Les paramètres de fluorescence chlorophyllienne comme indicateurs d'effets toxiques 
des ions de cadmium sur la photochimie du PSU 
Les paramètres photosynthétiques suivants sont étudiés: Le rendement photochimique 
(Fv/Fm), l'absorption par centre réactionnel (ABS/CR), le «quenching» de la fluorescence 
relié au gradient de protons associé à la membrane du thylacoïde (qEmax) et le «quenching» 
de la fluorescence relié au «pool» de plastoquinones réduites (qPQ). Nous avons évalué 
chacun des paramètres sur la souche mutante dépourvue de paroi cellulaire afin de les 
comparer à la souche cellulaire de type sauvage. Cette comparaison des paramètres permet 
d'étudier l'effet de la paroi cellulaire sur la protection contre la toxicité induite par le 
cadmium. 
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Le rendement photochimique du PSU (<j>PSU ou FvIFm) 
Nous avons constaté que la diminution du rendement photochimique est dépendante de 
l'augmentation de la concentration d'ions cadmium et du temps des traitements (Figure 7.6). 
Chez la souche sauvage de Chlamydomonas reinhardtii, l'inhibition du rendement 
photochimique est de 15 % pour une concentration de cadmium de 25 )lM après 24 heures 
de traitement (Figure 7.6 A). 
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Figure 7.6 Effet du cadmium sur le rendement photochimique (<j>PSII) de l'algue 
Chlamydomonas reinhardtii de type sauvage (CC-l25) (A) et mutante dépourvue de paroi 
cellulaire (CC-400) (B) après 24 et 48 heures d'exposition (n=3). 
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Après 48 heures d'exposition au cadmium, les concentrations entre 10 et 25 !lM montrent 
une plus grande inhibition du rendement photochimique. Ainsi, pour 25 !lM, cette 
diminution atteint près de 40 % par rapport au témoin. 
Pour l'algue dépourvue de paroi cellulaire, la diminution est beaucoup plus importante et 
elle passe de 15 % pour une concentration de 5 !lM à 40 % pour une concentration de 25 
!lM après seulement 24 heures de traitement aux ions cadmium (Figure 7.6B). Cependant, 
après 48 heures d'exposition à ce métal lourd, le degré d'inhibition atteint environ 55 % 
pour une concentration de 25 !lM. 
Donc, la diminution du rendement photochimique est la conséquence de l'inactivation des 
centres réactionnels du PSU. Il a été montré que l'inhibition d'un complexe de dégagement 
d'oxygène mène directement à la perte de l'activité photosynthétique du centre réactionnel 
du PSU (Martin et Ort, 1982). Donc, l'inactivation des centres réactionnels semble une 
conséquence de l'inhibition du complexe de dégagement d'oxygène. 
La taille relative des antennes collectrices de lumière (ABS/CR) 
Le changement de ABS/CR indique l'inactivation de certains centres réactionnels du PSU 
pendant que la quantité d'antennes collectrices de lumière reste inchangée (Force et al., 
2003). En effet, plus il y a de centres réactionnels inactifs, plus la taille relative des antennes 
collectrices de lumière attribuée à un centre réactionnel augmente. Lorsque la souche de 
type sauvage est exposée au cadmium pendant 24 heures, la taille des antennes collectrices 
de lumière par centre réactionnel augmente jusqu'à 25 % de plus que le témoin (Figure 
7.7A). Après 48 heures d'exposition aux effets toxiques, cette augmentation atteint 75 % 
pour une concentration d'ions cadmium de 25 !lM. La taille relative des antennes collectrice 
de lumière augmente de 40 % par rapport au témoin entre les concentrations de 10 et 15 !lM 
de cadmium. 
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Figure 7.7 Effet du cadmium sur l'absorbance par centre réactioill1el du PSU (ABS/CR) de 
l'algue Chlamydomonas reinhardtii de type sauvage (CC-125)(A) et mutante dépourvue de 
paroi cellulaire (CC-400)(B) après 24 et 48 heures d'exposition (n=3). 
Les changements de la taille des antennes collectrices de lumière sont plus significatifs pour 
la souche mutante de Chlamydomonas reinhardtii dépourvue de paroi cellulaire (Figure 
7.7B). Pour cette souche cellulaire, nous avons observé une augmentation de 91 % de la 
taille des antennes collectrices de lumière après 24 heures d'exposition à 25 /lM d'ions 
cadmium. Cette augmentation atteint 183 % pour la même concentration après 48 heures. 
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Donc, l'augmentation de la taille relative des antennes collectrices de lumière montre que les 
ions cadmium inactivent les centres réactionnels P680 de l'algue unicellulaire C. reinhardtii. 
Cette augmentation s'explique du fait que les antennes collectrices de lumière associées à un 
centre réactionnel inactif captent la lumière et la redistribuent vers les centres réactionnels 
opérationnels (Strasser et Tsimilli-Michael, 1998). L'augmentation de la taille relative des 
antennes collectrices de lumière est plus importante en absence de la paroi cellulaire. Cette 
différence est due à l'inactivation d'une plus grande proportion de centres réactionnels du 
psn. 
Le «quenching» de fluorescence causé par le changement du «pool» de plastoquinones 
réduites (qPQ) 
Le paramètre qPQ représente le «pool» de plastoquinones partIcIpant au transport des 
électrons associé aux réactions photochimiques du PSU. Pour les cellules C. reinhardtii de 
type sauvage, il y a une petite diminution des valeurs de ce paramètre après 24 et 48 heures 
de traitement (Figure 7.8A). Cette diminution est de 15 % après 24 heures et atteint 18 % 
après 48 heures d'exposition à 25 ~M d'ions cadmium. Chez les cellules dépourvues de 
paroi cellulaire, la diminution de ce paramètre est similaire après 24 h de traitement et plus 
importante après 48 h par rapport à la souche de type sauvage (Figure 7.8B). Après 24 
heures, l'effet est faible et le degré d'inhibition est près de 10 % en présence de 25 ~M de 
CdCb. Cependant, après 48 heures d'exposition à cette concentration, la diminution de ce 
paramètre atteint 30 % par rapport à la valeur du témoin. Ce paramètre est influencé par la 
toxicité des ions cadmium et il nous indique une baisse des plastoquinones participant au 
transport d'électrons en fonction de la concentration de ce métal lourd. Donc, nous avons 
montré que les ions cadmium ont un effet sur l'inactivation du CR du PSU, le complexe de 
dégagement d'oxygène et le transport des électrons. 
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Figure 7.8 Effet du cadmium sur le «quenching» de fluorescence causé par le changement 
du «pool» de plastoquinones réduites (qPQ) de l'algue Chlamydomonas reinhardtii de type 
sauvage (CC-125) (A) et mutante dépourvue de paroi cellulaire (CC-400) (B) après 24 et 48 
heures d'exposition (0=3). 
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Le «quenching» de fluorescence associé au changement du gradient de protons (qEm• x) 
Le paramètre qEm.x reflète un gradient de protons associé aux membranes des thylacoïdes. 
Nous avons constaté une importante diminution de la capacité de l'algue C. reinhardtii à 
former un gradient de protons en présence d'ions cadmium. Pour la cellule de type sauvage, 
la diminution de qEm.x par rapport au témoin est de près de 40 % pour une concentration de 
10 !lM et elle atteint 82 % à 25 !lM après seulement 24 heures de traitement (Figure 7.9A). 
Les changements de ce paramètre sont plus grands après 48 heures de traitement. En effet, 
l'inhibition atteint 85 % par rapport au témoin quand la concentration de cadmium est 10 
!lM. Ce changement de qEm.x demeure constant entre 10 et 25 !lM d'ions cadmium. 
Nos résultats indiquent une diminution plus rapide de qEroax pour les cellules mutantes 
dépourvues de paroi cellulaire (Figure 7.9B). Lorsque cette souche cellulaire est mise en 
présence de 5 !lM de cadmium pendant 24 heures, la diminution du «quenching» associée à 
la formation du gradient de protons est de 40 % par rapport au témoin. Cette diminution 
atteint 82 % pour une concentration de 25 !lM d'ions cadmium, toujours après 24 heures de 
traitement. La diminution de ce paramètre de fluorescence chlorophyllienne est plus 
importante après 48 heures de traitement. En effet, 5 !lM d'ions cadmium crée une 
diminution de qEm.x de 83 % par rapport au témoin. L'augmentation de la concentration de 
cadmium de 5 à 25 !lM n'a pas d'effet sur le paramètre qEmax pour cette souche cellulaire. 
Tel que présenté au chapitre l (1.2.4), la formation du gradient de protons dépend d'un 
transport d'électrons dans le système membranaire des thylacoïdes. Ceci implique un bon 
fonctionnement du complexe de dégagement d'oxygène car il participe à la formation du 
gradient de protons par l'oxydation de l'eau. Nos résultats montrent que le changement du 
paramètre qEmax représente un important indicateur de la toxicité du cadmium chez les 
algues C. reinhardtii. 
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48 h 
Figure 7.9 Effet du cadmium sur le «guenching» de fluorescence associé au gradient de 
protons (gEm.x) chez l'algue Chlamydomonas reinhardtii de type sauvage (CC-I2S) (A) et 
mutante dépourvue de paroi cellulaire (CC-400) (B) après 24 et 48 heures d'exposition 
(n=3). 
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7.2.3 Changements des cinétiques de fluorescence modulée en présence de cadmium 
Le comportement photochimique des cellules de Chlamydomonas reinhardtii adaptées à la 
lumière et exposées aux ions cadmium est étudié en utilisant le PAM. 
Fm
 :~/;F'm 48 h
 24h 
2 ;IFS 
1~'F'O 
al 0 , 
.~ 
r~
:l 
~:~~ 
o 200 400 600 800 1000 o 200 400 600 800 1000 
Temps (s) 
Figure 7.10 Changements dans les cinétiques de fluorescence modulée pour l'algue 
Chlamydomonas reinhardtii de type sauvage (CC-125) exposée au chlorure de cadmium 
pendant 24 et 48 heures (Spectres normalisés à Fo)(n=2). 
Les cinétiques de fluorescence modulée obtenues des algues Chlamydomonas reinhardtii de 
type sauvage traitées au cadmium montrent un important changement (Figure 7.10). Le 
rendement total de fluorescence des cellules adaptées à l'obscurité (Fm) a diminué 
progressivement quand la concentration de cadmium a augmentée. Cette diminution est un 
peu plus évidente lorsque les cellules ont été exposées au cadmium pendant 48 heures par 
rapport aux rendements de fluorescence obtenus après 24 heures. Le rendement de 
fluorescence total à l'état stationnaire lorsque les cellules sont adaptées à la lumière (lumière 
actinique) a aussi diminué progressivement avec l'augmentation de la concentration de 
cadmium. La diminution du rendement de fluorescence obtenu par l'éclair saturant (F'm) a 
diminué ce qui indique l'inhibition du transport d'électron associé au PSII. Le haut niveau 
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de fluorescence à l'état stationnaire (Fs) (fluorescence obtenue par la lumière actinique) 
chez les cellules exposées aux effets du cadmium peut indiquer une fermeture des centres 
réactionnels du PSII. Ceux-ci ne participent pas au transport linéaire d'électrons vers le PSI. 
Les changements des rendements de fluorescence Fm, F'm, et Fs ont été plus prononcés 
chez les algues sans paroi cellulaire quand elles ont été exposées aux effets toxiques du 
cadmium (Figure 7.11). Nous avons démontré que le PSII chez les algues sans paroi 
cellulaire a été plus rapidement inhibé par les effets du cadmium comparé aux cellules de 
type sauvage. 
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Figure 7.11 Changements dans les cinétiques de fluorescence modulée pour l'algue 
Chlamydomonas reinhardtii dépourvue de paroi cellulaire (CC-400) exposée au chlorure de 
cadmium pendant 24 et 48 heures (Spectres normalisés à Fo)(n=2). 
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7.2.4 Les paramètres de fluorescence chlorophyllienne comme indicateur d'effets toxiques 
du cadmium sur la photochimie du PSII 
Dans notre étude, nous avons utilisé trois paramètres de la cinétique de fluorescence 
modulée: l'efficacité photochimique du PSU (<PM), l'efficacité photochimique opérationnelle 
du PSII (<P'M) et le «quenching» photochimique (qp). Les changements de ces paramètres ont 
aussi été évalués pour l'algue Chlamydomonas reinhardtii mutante sans paroi cellulaire afm 
de poursuivre notre étude de l'effet de la paroi cellulaire sur la toxicité du cadmiwn. 
Le rendement photochimique du PSU 
Le paramètre <PM représente le rendement photochimique maximal du PSII lorsque 
l'échantillon est adapté à l'obscurité. Les rendements photochimiques, mesurés par deux 
méthodes fluorimétriques différentes ont montré des résultats semblables quant à la toxicité 
du cadmium (Figure 7.6 et 7.12). Ainsi, l'interprétation de ces résultats est la même. 
120.0% A) 
100.0% 
80.0% 
-
60.0% 
t: 
'0 
E 40.0% 
'(1)
-
20.0% 
::l 
"0 120.0% 
~ 0
-
100.0% 
B) 
:::: 
-e­ 80.0% 
60.0% 
40.0% 
20.0% 
0 5 10 15 20 25 
[CdC12l (~M) 
Figure 7.12 Effet du cadmium sur le rendement photochimique maximal du PSII (<\lM) pour 
l'algue Chlamydomonas reinhardtii de type sauvage (CC-I2S) (A) et mutante dépourvue de 
paroi cellulaire (CC-400) (B) après 24 et 48 heures d'exposition (n=2). 
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Le rendement photochimique opérationnel du PSU (cj>'M) 
Le rendement photochimique opérationnel maximal représente la capacité de l'appareil 
photosynthétique du PSU à convertir l'énergie lumineuse en énergie chimique lorsqu'il est 
adapté à la lumière. Ce paramètre diminue après 24 heures d'exposition au cadmium pour 
les cellules de type sauvage (Figure 7.13A). En effet, la diminution de (1)'M est de 25 % pour 
une concentration de cadmium de 25 ~M. Nos résultats montrent une diminution plus 
importante de <j>'M lorsque les cellules sont exposées pour une période de 48 heures. Ainsi, la 
valeur de <1>' M diminue de 63 % par rapport au témoin lorsque les cellules sont en présence 
de 25 ~M d'ions cadmium. 
La diminution des valeurs de ce paramètre est plus rapide pour les algues dépourvues de 
paroi cellulaire (Figure 7.13B). En effet, après 24 heures de traitement à 25 ~M de 
cadmium, la baisse de <j>'M est de 48 % par rapport au témoin. Pour la même concentration, 
après 48 heures de traitement, la diminution atteint 76 % de la valeur du témoin. 
Donc, les ions du cadmium diminuent le rendement de conversion de l'énergie lumineuse en 
énergie chimique. Cet effet est plus important pour les cellules dépourvues de paroi 
cellulaire. Ces résultats indiquent que le cadmium affecte la chaîne de transporteurs 
d'électrons associés aux membranes des thylacoïdes. 
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Figure 7.13 Effet du cadmium sur le rendement photochimique opérationnel maximal du 
PSU (<j>'M) pour l'algue Chlamydomonas reinhardtii de type sauvage (CC-125) (A) et 
mutante dépourvue de paroi cellulaire (CC-400) (B) après 24 et 48 heures d'exposition 
(n=2). 
Le «quenching» photochimique 
Le paramètre 'li' représente la proportion de l'énergie d'excitation utilisée pour le transport 
d'électrons par les CR du PSU ouverts. Ainsi, bien que le nombre de centres réactionnels 
fonctionnels diminue, nous sommes en mesure d'évaluer Je fonctionnement des centres 
réactionnels toujours actifs. Les résultats de notre étude montrent une diminution des valeurs 
de qp en fonction du degré de toxicité induit chez les cellules de C. reinhardtii. D'abord, la 
diminution de qp est faible pour les cellules de type sauvage après 24 heures de traitement 
(Figure 7.14A). Ainsi, une concentration de 25 /-lM de cadmium crée une diminution de 
seulement 15 % par rapport au témoin. L'effet toxique des ions de cadmium est un peu plus 
élevé après 48 h alors que la diminution de qp est de 24 % en présence de 25 /-lM de 
cadmium. De plus, les résultats obtenus indiquent que les valeurs de ce paramètre de 
fluorescence demeurent stables entre 5 et 25 /-lM de cadmium après 48 heures de traitement." 
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La diminution de qP est semblable pour les cellules sans paroi, tant après 24 que 48 heures 
de traitement (Figure 7.14B). Les effets toxiques du cadmiwn créent une diminution 
graduelle de qp après 24 heures. Cette baisse atteint 15 % par rapport au témoin en présence 
de 25 /lM de ce métal lourd. Aussi, un temps d'exposition de 48 heures à cette concentration 
de cadmium induit une diminution de 34 % de la valeur de qp par rapport au témoin. Donc, 
la toxicité des ions cadmium diminue la proportion de photons absorbés par les CR du PSU 
ouverts qui sont utilisés pour les réactions photochimiques. 
120.0% 
A)
 
100.0%
 24 h
 
80.0%

-c 48 h 
'0 60.0% 
E 
'Q)
-
40.0% 
::::l 
't:l 
120.0% 
-
~ 0
[l, 100.0% 24 h
 
80.0%
 
0­
60.0% 48 h 
40.0%
 
0 5 10 15 20 25
 
[CdC12l (lJM) 
Figure 7.14 Effet du cadmium sur le «quenching» photochimique (qp) de l'algue 
Chlamydomonas reinhardtii de type sauvage (CC-I25) (A) et mutante dépourvue de paroi 
cellulaire (CC-400) (B) après 24 et 48 heures d'exposition (n=2). 
Le «quenching» non photochimique (qN) 
Le «quenching» non photochimique (qN) est un paramètre estimant la dissipation d'énergie 
du PSU sous forme non photochimique. Les résultats de notre étude montrent une 
augmentation importante de la valeur de ce paramètre photosynthétique (Figure 7.15). En 
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effet, après seulement 24 heures en présence de 25 /lM d'ions cadmium, la valeur de qN 
augmente de 126 % pour la souche de Chlamydomonas reinhardtii de type sauvage. Après, 
48 heures, cette augmentation est de 387 %. Ces variations à la hausse sont également 
observées chez la souche mutante dépourvue de paroi cellulaire. En effet, la valeur de qP 
augmente de 268 % par rapport au témoin après 24 heures de traitement à 25 /lM d'ions 
cadmium. Après 48 h dans les mêmes conditions, cette augmentation passe à 380 % par 
rapport au témoin. Donc, la présence des ions cadmium favorise la dissipation d'énergie 
sous fonne non radiative. 
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Figure 7.15 Effet du cadmium sur le «quenching» non-photochimique (qN) de l'algue 
Chlamydomonas reinhardtii de type sauvage (CC-125) (A) et mutante dépourvue de paroi 
cellulaire (CC-400) (B) après 24 et 48 heures d'exposition (n=2). 
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7.2.5 Discussion sur les effets des IOns cadmium sur les cinétiques de fluorescence 
chlorophyllierme 
Les cinétiques de fluorescence rapides et polyphasiques 
Les cinétiques de fluorescence rapide et polyphasiques indiquent un effet des ions cadmium 
sur le complexe de dégagement d'oxygène. En effet, l'inhibition du côté dormeur du PSU 
mène fréquemment à une baisse de Fm durant l'induction de la fluorescence en raison du 
manque d'électrons disponibles pour l'accumulation de QA photoréduite (Govindjee, 1995). 
Puisque le complexe de dégagement d'oxygène est inhibé, il ne peut pas réduire le centre 
réactiormel P680 qui a perdu un électron lors de la séparation de charges (photochimie 
primaire). En conséquence, les centres réactiormels devierment inactivés et le transport 
d'électrons est diminué. L'ensemble des changements des paramètres d'analyse de la 
cinétique rapide et polyphasique (<!>PSII, qEmax et ABS/CR) confirment cet effet toxique des 
ions cadmium. En effet, l'inactivation des centres réactionnels du PSU implique une 
diminution du rendement photochimique. Les centres réactiormels ne sont pas en mesure 
d'offrir un transport d'électrons adéquat en présence de lumière. La diminution du transport 
d'électrons et l'inhibition du complexe de dégagement d'oxygène fait diminuer de façon 
importante le gradient de protons de part et d'autre de la membrane des thylacoïdes. 
Finalement, l'inactivation des centres réactiormels fait en sorte que la taille relative des 
antermes collectrices de lumière augmente. Cette augmentation est en lien direct avec 
l'augmentation de Fo et la baisse de Fv. La fluorescence Fo provient des molécules de Chi a 
associées aux antermes collectrices de lumière et il a été montré que le transfert d'énergie de 
ce complexe vers le centre réactionnel P680 est altéré sous l'action de Cd, Cu, Ni et Cr 
(Mallich et Mohn, 2003, Ilangovan et al., 1998). Ainsi, Mallich et Mohn (2003) proposent le 
ratio Fo/Fv comme un indicateur important dans la recherche lors de stress aux ions 
métalliques. Selon eux, l'augmentation de ce ratio suggère que les métaux en général ont un 
impact sur le complexe de dégagement d'oxygène. Le complexe de dégagement d'oxygène 
serait la cible principale des métaux lourds. Donc, nous avons évalué les changements du 
ratio FolFv sur les algues C. reinhardtii en présence de cadmium. Les variations de ce ratio 
sont importantes pour les deux souches d'algues C. reinhardtii (Figure 7.16). Ces résultats 
vierment confIrmer l'action des ions cadmium sur le complexe de dégagement d'oxygène. 
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Figure 7.16 Effet du cadmium sur le ratio FolFv chez l'algue Chlamydomonas reinhardtii de 
type sauvage (CC-I2S) (A) et mutante dépourvue de paroi cellulaire (CC-400) (B) après 24 
et 48 heures d'exposition (n=3). 
Donc, dans notre étude, les biomarqueurs photosynthétiques les plus sensibles après 48 
heures de traitement aux effets du cadmium sur l'algue C. reinhardtii sans paroi cellulaire 
sont qEwax et FolFv. Ces biomarqueurs ont lUle ECso de 2,5 et 2 /-lM respectivement. 
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Plusieurs études ont rapporté des résultats semblables à ceux de notre étude en utilisant 
diverses espèces végétales et différents métaux lourds. Une diminution du rendement 
photochimique a été observée chez Dunaliela tertiolecta en présence de mercure (Samson et 
Popovic, 1990). Pour H. Ovalis traité 72 heures en présence de 5-10 mglL de cadmium, le 
rendement photochimique a diminué de 40 % (Ralph et Burchett, 1998). De plus, une 
exposition de 5 h en présence de 500 !J.g L- I de Hg (II) a fait diminuer <j>M de 25 % chez S. 
capricornutum (Juneau et Popovic, 1999). Pour Geoffroy et al. (2003), les paramètres 
ABS/CR et qEmax furent les biomarqueurs photosynthétiques les plus sensibles aux effets 
toxiques du cuivre chez l'algue S. oblicuus. Il semble être évident que le cuivre affecte le 
transport d'électrons du côté oxydant et également du côté réducteur du PSII (Jegerschüld et 
al., 1995; Horvath et al., 1998; Yruela et al., 2000). 
Les cinétiques de fluorescence modulée 
Les paramètres de fluorescence des cinétiques modulées indiquent une diminution du 
rendement photochimique du PSII (<j>M), du rendement photochimique opérationnel du PSII 
(<j>'M) et du «quenching» photochimique (qp) ainsi qu'une augmentation du «quenching» non 
photochimique (qN)' Ces paramètres montrent une sensibilité légèrement différente pour les 
mêmes concentrations et durées d'exposition aux ions du cadmium. Dal}s notre étude, seul 
le paramètre qp ne présente pas une valeur de ECso qui se situe à l'intérieur des 
concentrations de cadmium à l'étude. Cependant, le paramètre qN semble être le plus 
sensible. En effet, notre étude montre une ECso inférieure à 5 !J.M (0,9 mglL) après 48 h de 
traitement aux ions du cadmium. Un autre paramètre sensible est <j>'M qui montre une valeur 
de ECso entre 15 et 20 !J.M suite à un traitement des algues de 48 heures. Les changements 
de <j>'M ont montré que le cuivre affecte la chaîne de transport d'électrons en entier (Juneau 
et al., 2002). Donc, il semble que le cadmium affecte l'appareil photosynthétique du côté 
oxydant et réducteur du PSU, 
Les paramètres de fluorescence modulée ont été utilisés dans plusieurs études comme 
indicateurs de toxicité des métaux lourds. Ainsi, pour Chlorella vulgaris, des concentrations 
de 1 et 2 mg L- I de cadmium n'ont eu qu'une très faible diminution de qp (Illangovan et al., 
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1998). Une autre étude, utilisant Scenedesmus obliquus a indiqué une diminution de qp de 15 
% en présence de 25 /-lM de cadmium (Mallick et Molm, 2003). Dans cette étude, c'est le 
cadmium qui montrait la plus forte baisse de qp à cette concentration de métaux lourds (Cd> 
Ni > Cr > Cu > Zn). Pour leur part, Juneau et al. (2002) ont obtenu des résultats plus 
sensibles pour les paramètres $'M et qp en utilisant Chlamydomonas reinhardtii pour évaluer 
la toxicité du cuivre. En effet, la EC5ü après 48 heures était de 13 et 18 /-lg LoI pour les 
paramètres <jl'M et qp respectivement. Il est possible que le milieu de culture et le cycle 
circadien utilisé ait un effet sur la toxicité du cuivre. 
Les paramètres <jl'M et qN sont souvent des indicateurs plus sensibles que qP lorsque des 
espèces végétales sont étudiées en présence de métaux lourds et d'herbicides (Juneau et al., 
2005). Notre étude en est un autre exemple. Donc, qN et qP sont des paramètres non 
complémentaires. Afin d'y remédier, Buschmann (1995) et Juneau et al. (2005) ont proposé 
trois nouveaux paramètres, soit le «quenching» photochimique relatif (qP(rel»), le 
«quenching» non photochimique relatif (qN(rel») et le «relative unquenched fluorescence» 
(UQF(rel»)' Ces paramètres se calculent comme suit: 
qP(rel): (F'M-Fs)/(FwF'o) (Buschmann,1995) 
qN(rel): (FM - F' M) 1(FM - F'0) (Buschmann, 1995) 
UQF(rel) : (Fs - F' 0) 1(Fw F'0) (Juneau et al., 2005) 
Ces trois paramètres sont complémentaires, ils utilisent le même dénominateur et la somme 
des trois devrait être égale à un. Ainsi, ils facilitent l'étude sur les différentes voies de 
dissipation de l'énergie. Afin de bien comprendre les voies de dissipations d'énergie en 
présence des ions métalliques du cadmium, les valeurs de ces nouveaux paramètres sont 
présentées dans le tableau 7.1. 
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Tableau 7.1 Comparaison de valeurs des paramètres qp, qN et l-qp avec les paramètres 
relatifs qP(rel) qN(rel) et UQF(rel) (n=2). 
(;(;-125 
[CdClzJ (/lM) qp qP(rel) qN qN(rel) 1-qp UOF(rel) 
(/) 
Q) 
.... 
0 0.783 0.689 0.120 0.119 0.218 0.192 
:l 
Q) 5 0.730 0.622 0.148 0.148 0.270 0.230 
.s= 
v 10 0.738 0.597 0.191 0.191 0.263 0.212 
C\J 15 0.741 0.615 0.171 0.170 0.259 0.215 
25 0.666 0.489 0.270 0.270 0.335 0.241 
(/) 0 0.744 0.791 0.111 0.111 0.257 0.273 
Q) 
.... 5 0.633 0.466 0.266 0.266 0.368 0.268 
:l 
Q) 
.s= 10 0.592 0.387 0.346 0.346 0.409 0.267 
OC! 
v 15 0.588 0.389 0.336 0.336 0.413 0.275 
25 0.567 0.259 0.540 0.540 0.433 0.201 
CC-400 
qp qP(rel) qN qN(rel) 1-qp UOF(rel) 
(/) 0 0.761 0.683 0.109 0.102 0.240 0.214 ~ 
:l 5 0.754 0.612 0.190 0.190 0.246 0.199Q) 
.s= 10 0.761 0.591 0.223 0.223 0.240 0.186v 
C\J 15 0.661 0.425 0.372 0.372 0.339 0.203 
25 0.651 0.393 0.399 0.399 0.349 0.208 
0 0.757 0.647 0.146 0.146 0.244 0.208 (/) 
~ 5 0.740 0.611 0.175 0.175 0.260 0.214 
:l 
Q) 
.s= 10 0.646 0.409 0.365 0.365 0.354 0.226 
OC! 15 0.661 0.271 0.588 0.587 0.340 0.141 v 
25 0.503 0.151 0.700 0.700 0.497 0.149 
Il est possible d'observer que les valeurs des paramètres relatifs varient différemment. En 
effet, les valeurs de qP(rel) diminuent plus rapidement que celles de qp. De plus, qN(rel) et qN 
sont identiques après 24 et 48 h pour les deux souches de Chlamydomonas reinhardtii. 
Enfin, 1-qp augmente tandis que le paramètre UQF(rel) demeure relativement stable après 24 
et 48 h de traitement. Donc, en utilisant ce calcul, il semble qu'il y ait moins d'énergie 
lumineuse qui soit utilisée pour les réactions photochimiques lorsque le temps d'exposition 
et les concentrations d'ions cadmiums augmentent. Suite à l'augmentation importante des 
valeurs de qN(rel), il est possible de dire qu'en présence d'ions cadmium, une grande partie de 
l'énergie qui n'est pius utilisée pour les réactions photochimiques est dissipée sous forme 
non radiative puisque UQF(rel) varie très peu (Juneau et al., 2005). 
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Effet de la paroi cellulaire sur la toxicité des ions du cadmium 
La souche de Chlamydomonas reinhardtii sans paroi cellulaire a été un meilleur 
bioindicateur que la souche de type sauvage. Tous les paramètres de fluorescence 
chlorophyllierme ont montré un effet plus important de la toxicité des ions cadmium pour les 
cellules sans paroi cellulaire. Cette différence s'explique par la moins grande capacité de la 
cellule sans paroi pour adsorber les ions métalliques à la surface cellulaire (Kola et al., 
2004; Macfie et Welboum, 2000). La paroi cellulaire de Chlamydomonas reinhardtii montre 
une grande affinité pour les cations métalliques (Collard et Matagne, 1990) et représente la 
première banière protectrice contre les métaux lourds (Hanikenne, 2003). Une hypothèse 
possible est que la concentration intracellulaire d'ions métalliques est plus importante chez 
les cellules sans paroi en raison de la moindre capacité d'adsorption à la surface cellulaire. 
Une plus grande concentration de cadmium au niveau intracellulaire implique des 
dommages plus importants (Hanikenne, 2003). Il Y a donc un plus grand taux de 
complexassions avec différentes biomolécules et un dommage oxydatif plus important. Ces 
effets des métaux lourds ont des conséquences sur l'activité photosynthétique des plantes, ce 
qui explique les résultats obtenus dans cette étude. 
Relation entre les résultats de cytométrie et de fluorescence 
Dans notre étude, il y a conélation entre les résultats obtenus en cytométrie de flux et ceux 
de la fluorescence chlorophyllienne. En effet, tel que discuté précédemment, il est probable 
que l'induction des groupements thiols intracellulaires soient lié à la présence d'ERG. De 
plus, il est probable que le stress oxydatif induit par les ions cadmium soit en lien avec la 
baisse du niveau de fluorescence chlorophyllierme (Stoeva et Bineva, 2003). Ceci serait dû 
aux modifications structurales des protéines importantes de l'appareil photosynthétique. Ces 
modifications pounaient être causées par la liaison des ions cadmium ou des ERG sur les 
groupements fonctiormels des protéines. 
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Mécanismes d'action impliqués dans la toxicité des ions du cadmium 
Les ions cadmium produisent des dommages de façon non spécifique, en produisant des 
ERO. D'autres dommages sont plus spécifiques alors que les ions de cadmium prennent la 
place de d'autres cations et interagissent avec les biomolécules. Ainsi, Falier et al. (2005) 
mentionnent que les ions de cadmium pounaient prendre la place de l'ion calcique au niveau 
du site catalytique du complexe de dégagement d'oxygène provoquant ainsi l'inhibition de 
la dernière étape lors de l'assemblage du PSII à son état fonctionnel, la photoactivation. Lors 
de la photoactivation, les ions Mn2 +, Ca2 + et cr, ainsi que la lumière sont requis comme 
cofacteurs. Suite à l'exposition à la lumière, le photosystème est activé et peut produire de 
l'oxygène (Ananyev et al., 2001; Ferreira et al., 2004). Les trois ions métalliques Hg (II), 
Cu (II) et Pb (II) ont déjà montré qu'ils affectent le complexe de dégagement d'oxygène en 
causant la relâche de polypeptides extrinsèques associés à la stabilisation du «clusten> de 
manganèse impliqué dans l'oxydation de l'eau (Rashid et Popovic, 1990; Bernier et al., 
1993; Rashid et al., 1994; Bernier et Carpentier, 1995). De plus, chez une espèce intoxiquée 
par les métaux lourds, il est possible que les ions métalliques prennent la place de l'ion Mg2 + 
dans la molécule de chlorophylle. Des études ont publié des spectres démontrant la 
fonnation de ces nouveaux complexes (ML-ChI) (Küpper et al.,1998). La plupart de ces 
études se réfèrent aux lichens et aux algues microscopiques. Plus récemment, il a été montré 
qu'une telle substitution de l'ion Mg2 + au niveau du centre réactionnel du PSII est en accord 
avec la diminution du rendement photochimique (Kupper et al., 1998). 
D'un autre côté, les ions de cadmium pounaient induire de façon indirecte la libération des 
peptides fonnant le complexe de dégagement d'oxygène, soit via les espèces réactives de 
l'oxygène. Ainsi, les métaux lourds induisent des ERO qui sont dommageable pour les 
peptides du complexe de dégagement d'oxygène. Une fois endommagé, il a été montré que 
la sous-unité OEC33 ne peut pas se lier au PSII et il y a inhibition du complexe (Henmi et 
al., 2004). D'un autre côté, les dommages ne se limitent pas seulement du côté donneur. En 
effet, les ERO générées en présence d'ions métalliques du cadmium affectent différentes 
biomolécules cellulaires. Les ERO peuvent oxyder des molécules dans le chloroplaste, dont 
les photosystèmes et également les enzymes contenant des groupements thiols dans le cycle 
de Calvin-Benson (Kaiser, 1979; Tanaka et al., 1982). En effet, il a été montré récemment 
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que les ERO menaient à la photoinhibition en inhibant la synthèse de novo de la sous-unité 
Dl qui est essentielle pour contrer cette photoinhibition (Nishiyama et al., 2001). Or, par ces 
publications, nous pouvons interpréter que le cadmium peut inhiber l'activité 
photosynthétique de l'algue Chlamydomonas reinhardtii via la génération d'ERO. 
Bien qu'il ait été mentionné récemment qu'il n'est pas clair si la diminution du transport 
d'électrons était due à un effet des ions cadmium du côté donneur ou accepteur du PSU 
(Novacova et al., 2004) nos résultats indiquent que l'effet dominant est du côté donneur en 
inhibant le complexe de dégagement d'oxygène. 
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7.3 Effets du cadmium sur la biosynthèse de la chlorophylle et la fonnation de 
photosystèmes 
7.3.1 Effet du cadmium sur l'activité enzymatique de POR 
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Figure 7.17 Photoconversion de la PChlide en Chlide chez l'algue unicellulaire 
Chlamydomonas reinhardtii (CC-1168 y-I) en présence de (A) 0 et (B) 100 ~M d'ions 
cadmium suite à l'exposition à une lumière de 100 J.!moles de photons m'2 S·I (nonnalisé à 
633 nm)(n=I). 
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La figure 7.17 montre que le processus de photoconversion de la PChlide en Chlide est 
moins efficace lorsque les cellules ont préalablement été traitées pendant 6 h à une 
concentration de 100 J..lM d'ions cadmium. Cette photoconversion est le résultat de l'activité 
enzymatique de la protéine POR. Afm de bien visualiser ce retard, les spectres de 
fluorescence ont été normalisés à 633 nm, longueur d'onde correspondant à la fluorescence 
maximale du pigment PChlide photoactif (PChlideF633) chez l'algue C. reinhardtii (CC­
1168 yI). 
Il y a une très faible différence du ratio de la fluorescence de Chlide/PCWide pour les 
cellules traitées au cadmium avant l'exposition à la lumière (0 s) (Tableau 7.2). Toujours 
selon ce ratio, le retard de l'activité enzymatique de POR après seulement 30 secondes de 
photoconversion est important pour l'échantillon mis en présence d'ions métalliques de 
cadmium. Cette différence dans cette étape limitante de la biosynthèse de la chlorophylle 
augmente durant les trois minutes d'exposition à la lumière. Finalement, il y a un faible 
décalage vers de plus courtes longueurs d'onde du maxima de la bande associée'à la Chlide 
des échantillons cellulaires de Chlamydomonas reinhardtii traités aux ions cadmium 
(Tableau 7.3). 
Tableau 7.2 Changements de l'activité enzymatique de POR pour les cellules de 
Chlamydomonas reinhardtii exposées au cadmium (exprimé selon la fluorescence de 
Chlide-F677/PChlide-F633). 
Ratio Chlide/Pchlide Temps 
d'exposition à Concentrations de CdCI2 (~lM) 
la lumière (s) 
0 100 
0 0.19 0.21 
30 0.98 0.66 
60 1.33 0.82 
90 1.70 1.07 
120 2.28 1.33 
180 2.36 1.61 
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Tableau 7.3 Variation du maxima de la Chlide-F678 suite à la photoconversion de PChlide 
en présence d'ions cadmium. 
Maxima de Chlide (nm) Temps 
d'exposition à Concentrations de CdCI2 (!lM) 
la lumière (s) 
° 
100 
30 677,5 677,5 
60 678,0 677,5 
90 678,0 677,5 
120 678,0 677,5 
180 678,0 677,5 
7.3.2 Discussion sur les résultats de la photoconversion de PChlide en Chlide 
Notre étude montre une augmentation du ratio de fluorescence F677/F633 pour l'échantillon 
traité au cadmium avant l'illumination. Cette légère augmentation nous indique une 
diminution de la PCWide photoactive (F633) dans l'échantillon traité au cadmium. En effet, 
l'augmentation de Chlide dans les échantillons qui n'ont pas été exposés à la lumière est 
improbable. Il est important de mentionner que seul le traitement à 100 IlM de chlorure de 
cadmium différentie l'échantillon traité et le témoin. Or, aucune différence n'a été montré 
dans les spectres de fluorescence à 77 K des échantillons d'orges exposés à J mM d'ions de 
cuivre (II) pendant 12 heures (Caspi et al., 1999). Ces études arrivent à la conclusion que le 
cuivre (II) n'interfère pas directement dans l'accumulation du pigment PChlide photoactif. 
Cependant, une diminution de PChlide photoactive a récemment été rapportée chez Triticum 
aestivum en utilisant de plus fortes concentrations Cl 0.3 M) de métaux lourds (Cd, Fe, Cr) et 
des temps d'incubation plus longs (4 à 32 h) (Mysliwa-Kurdziel et Strzalka, 2005). Dans 
cette étude, il a été montré que la diminution du niveau de fluorescence attribuée à la 
PChlide photoactive était liée à l'augmentation de la fluorescence de la forme inactive de ce 
pigment. Ils ont noté que cet effet était plus important pour les ions Cd (II) que pour le Fe 
(III) et le Cr (VI). Ainsi, il est possible que les ions cadmium affectent la stabilité de la 
forme spectrale PChlide photoactive et de son complexe ternaire (PChlide :POR :NADPH) 
chez C. reinhardtii. 
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Le second effet des ions cadmium que nous avons observé est la diminution du taux de 
photoconversion de PChlide en Chlide. Il y a donc un ralentissement de la photoconversion 
associée à l'activité enzymatique de POR. Cet effet a été rapporté par des études utilisant 
des plantes supérieures et divers métaux lourds (Cd, Cr, Cu, Fe) à fortes concentrations (J0'3 
M) (Boddi et al., 1995; Caspi et al., 1999; Mysliwa-Kurdziel et Strzalka, 2005). Il a été 
montré que les métaux lourds peuvent interagir avec l'enzyme POR et ralentir la 
biosynthèse chlorophyllienne au niveau de la photoréduction de PChlide en Chi ide. À notre 
connaissance, les mécanismes d'action des métaux lourds sur les étapes particulières de la 
synthèse chlorophyllienne n'ont pas encore été confirmés. Cependant, Mysliwa-Kurdziel et 
Strzalka (2005) font un lien direct entre la diminution du niveau de fluorescence associée à 
la PChlide photoactive et le retard dans la photoconversion de PChlide en Chi ide chez 
Triticum aestivum. Dans notre étude, la diminution de la quantité de PChlide photoactive 
(F633) avant l'illumination est faible par rapport à l'effet sur la photoconversion de ce 
pigment en Chiide (Tableau 3.1). Cette observation suggère un effet plus direct du cadmium 
sur l'activité enzymatique de POR. L'hypothèse la plus répandue est que les ions 
métalliques, qui possèdent de l'afftnité pour des groupements des acides aminés des 
protéines (SB, COO'), affectent le site actif de POR (Lebedev et Timko, 1998; Prasad, 1998; 
Berska et al., 2001; Shora, 2003; Mysliwa-Kurdziel et Strzalka, 2005). 11 est également 
possible que d'autres enzymes impliquées dans la biosynthèse de la chlorophylle soient 
affectées de la même façon par les métaux lourds. Ainsi, il a été rapporté que l'activité de la 
protéine déhydrogénase de acide 8-aminolevulinique, enzyme responsable de la synthèse 
d'un précurseur de PChlide, soit aussi affectée par les métaux lourds (Stobart et al., 1985; 
Oliveira et 01.,1994; Ouzounidou, 1995; Prasad, 1998). Une diminution de l'activité de cette 
enzyme pourrait également expliquer la diminution de PChlide photoactif observée dans les 
échantillons traités au cadmium. 
Finalement, le B 20 2 induit également une diminution de la synthèse de chlorophylle (Lin et 
Kao, 1998, Chen et Kao, 1999). Donc, il est possible que le ralentissement dans la 
biosynthèse de la chlorophylle en présence de cadmium soit l'effet des espèces réactives de 
l'oxygène. 11 a été montré que l'augmentation de la concentration de NADPB dans le milieu 
d'incubation en présence des ions métalliques a pour effet de diminuer les effets des ions 
métalliques sur l'activité enzymatique de POR (Mysliwa-Kurdziel et Strzalka, 2005). Les 
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auteurs associent cet effet au rôle structurel de la molécule de NADPH dans la stabilisation 
du complexe ternaire PChlide : paR: NADPH (Ryberg et Sunquist, 1988). Cependant, le 
NADPH constitue un pouvoir réducteur cellulaire important et il est utilisé par plusieurs 
enzymes pour combattre le stress oxydatif (Figure 4.2). Selon nous, l'effet préventif du 
NADPH sur l'activité de paR peut être attribué à son rôle de stabilisation du complexe 
ternaire (PChlide : paR: NADPH) ainsi qu'à son rôle pour contrer le stress oxydatif. Nous 
pensons que le cadmium affecte l'activité de paR en se liant au groupement tillols du site 
actif de l'enzyme paR. 
7.3.3 Effet du cadmium sur la formation des photosystèmes 
La formation des photosystèmes et des complexes pigments-protéines qui y sont associés 
(LHCn et LHCI) sont visibles par les spectres de fluorescence à 77 K. La formation du PSU 
est caractérisée par le déplacement de la bande de la chlorophylle (F685) vers de plus 
grandes longueurs d'onde (F695). La formation du PSI est indiquée par la formation d'une 
bande à environ 710 nm. Les résultats présentés à la figure 7.18 montrent le retard dans la 
formation de photosystèmes lorsque les cellules ont été traitées pendant six heures à une 
concentration de 100 !lM d'ions cadmium. La formation des photosystèmes fait suite à 
l'étape de biosynthèse de la chlorophylle. 
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Figure 7.18 Formation de photosystèmes chez l'algue unicellulaire Chlamydomonas 
reinhardtii (CC-1168 y-I) en présence de (A) 0 et (B) 100 ~M d'ions cadmium suite à 
différents temps d'exposition à une lumière de 100 ~moles de photons m·2 S·I (normalisé au 
maxima) (n=1). 
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De plus, les résultats de notre étude montrent un léger décalage pour la longueur d'onde 
correspondante au maxima de la bande de la chlorophylle (Tableau 7.4). Le déplacement 
plus lent de cette bande indique un délai dans la formation de PSU (F695). Ce délai est aussi 
marqué par un retard dans la formation des complexes pigments-protéines associés au PSI 
(F710) (Tableau 7.5). 
Tableau 7.4 Variation du maxima de la bande associée à la formation de la chlorophylle et 
du PSU. 
Temps Maxima Chl-PSII (nm) 
d'exposition à Concentrations de CdCI2 (/lM) 
la lumière (h) 
° 
10O 
0,5 681,5 681,5 
1 683,0 683,0 
2 684,5 684,0 
3 685,5 685,5 
4 686,5 686,0 
Tableau 7.5 Changements dans le ratio de la formation du PSI exprimé par F685/F71O 
associés à la fluorescence de la chlorophylle et du PSI respectivement. 
Ratio F685/F710 Temps 
d'exposition à Concentrations de CdCI2 (/lM) 
la lumière (h) 
° 
100 
0,5 5.13 5.85 
1 3.48 4.34 
2 2.68 3.44 
3 1.75 2.36 
4 1.25 1.59 
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7.3.4 Discussion sur les effets du cadmium dans la biosynthèse de la cWorophylle 
Les résultats obtenus montrent un retard dans la fonnation des complexes pigments­
protéines chez C. reinhardtii en présence de cadmium. D'abord, nous avons observé un 
retard dans le déplacement de la bande associée à la ChI et au PSII chez Chlamydomonas 
reinhardtii en présence de cadmium. En effet, le déplacement de la bande 683 à 688 nm 
indique un assemblage progressif du PSU (White et Hoober, 1994). Ensuite, nous avons 
montré qu'il y a un retard dans l'apparition de la bande à 710 nm chez cette algue en 
présence de cadmium. La bande à 710 nm représente un mélange de LHC11ibre (708 nm) et 
de LHCI liés aux PSI (715 nm) (Gershoni et Ohad, 1980; Delepelaire et Woolman, 1985). 
Cet effet des ions cadmium sur la formation des photosystèmes et des complexes pigments­
protéines peut être causé par de multiples facteurs. En effet, nous avons observé une 
inhibition de la phototransformation de la PChlide en ChI ide en présence de cadmium. Cette 
inhibition causée par le cadmium crée un retard dans la formation de chlorophylle, ce qui 
ralentit la fonnation de complexes chlorophylle-protéines tels les photosystèmes et les 
antennes collectrices de lumière. Donc, le délai de l'apparition des bandes associées aux 
photosystèmes peut être causé par l'inhibition de l'activité enzymatique de POR. 
L'interférence des ions métalliques dans les étapes d'intégration de la chlorophylle au 
niveau des photosystèmes et des antennes collectrices de lumière est une autre possibilité. 
Cette hypothèse a été retenue dans l'étude des effets du cuivre sur la formation des 
photosystèmes chez l'orge (Caspi et al., 1999). Cette hypothèse fut retenue en raison de la 
même concentration de chlorophylle pour le témoin et pour les plantes exposées au cuivre. 
Donc, il est possible que le cadmium ait le même effet et qu'il inhibe l'intégration de la 
chlorophylle dans les photosystèmes. 
Finalement, le délai de quelques heures pour la formation des photosystèmes suite à 
l'illumination reflète le temps requis pour l'induction des gènes liés au développement du 
chloroplaste (Hoober et al., 1982; Malnoe et al., 1988; Anandan et al., 1993). Ainsi, l'étape 
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limitante dans le processus de formation de la membrane des thylacoïdes est la synthèse des 
protéines dont plusieurs se lient à la chlorophylle (White et Hoober, 1994). Les étapes 
subséquentes, telles l'intégration des protéines aux membranes et l'association avec la 
chlorophylle sont plus rapides que l'induction de l'expression génique (White et Hoober, 
1994). Donc, le cadmium pourrait interférer dans la synthèse de l'ensemble des protéines 
formant les photosystèmes et les antennes collectrices de lumière. Ceci expliquerait le retard 
de l'apparition des bandes correspondantes aux PSI et LHCI pour les cellules de C. 
reinhardtii exposées au cadmium. 
Il serait intéressant d'étudier l'effet du cadmium sur l'expression des gènes codant pour les 
sous unités protéiques du psn, PSI, LHCI, LHCn et POR. Cette approche mènerait vers la 
compréhension des mécanismes menant au délai de la formation des complexes pigments­
protéines en présence de cadmium. 
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CHAPITRE VIII 
CONCLUSIONS 
Cette étude, comporte deux volets. Le premier avait pour but l'investigation des effets 
toxiques du cadmium sur l'activité photosynthétique et l'étude du rôle de protection de la 
paroi cellulaire. La seconde partie porte sur les effets du cadmium dans le processus de 
synthèse de la chlorophylle et de la formation des complexes pigments-protéines lors du 
verdissement. Nous avons utilisé les cellules de Chlamydomonas reinhardlii puisqu'elle est 
un excellent bioindicateur de la toxicité des métaux lourds (Hanikenne, 2003). De plus, 
l'existence de plusieurs souches mutantes augmente l'attrait pour cette algue unicellulaire 
dans la recherche en biochimie végétale. 
Dans la première partie, nous avons montré que le cadmium diminue la croissance et la 
viabilité des cellules. De plus, après 48 heures d'exposition au cadmium, une importante 
synthèse de groupements thiols a été observée. Ces effets toxiques étaient plus prononcés 
pour les cellules sans paroi cellulaire. Par la suite, en utilisant la fluorescence 
chlorophyllienne, nous avons montré que le cadmium inhibe le transport d'électrons du côté 
donneur du PSII en affectant le complexe de dégagement d'oxygène. Le transport d'électron 
linéaire vers le PSI est également affecté. Ainsi, les paramètres photosynthétiques les plus 
sensibles furent Fo/Fv et qErnax avec des ECso de 2 et 2,5 /lM respectivement pour les 
cellules sans paroi cellulaire exposées pendant 48 heures au cadmium. En effet, les 
paramètres photosynthétiques ont montré une toxicité du cadmium beaucoup plus grande 
pour les cellules sans paroi cellulaire. Ces cellules sont donc un bioindicateur plus sensible 
de la toxicité des métaux. Ceci s'explique par l'absence de groupements chélateurs qui sont 
responsable de l'adhérence des ions métalliques au niveau de la paroi cellulaire. Il y a moins 
d'ions cadmium qui adhèrent à la cellule et il y a une augmentation du cadmium 
intracellulaire. Une fois à l'intérieur de la cellule, le cadmium se lie aux groupements des 
acides aminés (SH, COO') en plus d'induire la formation d'ERO. Ces effets toxiques 
mènent à une diminution de l'activité enzymatique et de l'activité photosynthétique. 
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La fluorescence des pigments photosynthétiques et leurs précurseurs nous a permis d'étudier 
les effets du cadmium sur le processus de la synthèse de la chlorophylle et du 
développement de l'appareil photosynthétique. Notre travail a montré que le cadmium 
inhibe l'activité de POR qui consiste à phototransformer la PChlide en Chlide. De plus, un 
retard dans l'apparition de la bande associée au PSI indique un effet du cadmium dans le 
développement de l'appareil photosynthétique. 
Ce travail a apporté une nouvelle dimension à la recherche en utilisant Chlamydomonas 
reinhardtii comme modèle d'étude de la synthèse de la chlorophylle en présence de métaux 
lourds. Cette espèce d'algue requiert des conditions de culture spéciales mais offre des 
avantages dans la recherche en toxicologie environnementale. En effet, il s'agit d'un modèle 
unicellulaire qui se reproduit rapidement et facilement en plus d'être un bioindicateur 
sensible à la présence de métaux. 
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